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SEQUENCE GENOMIQUE ET POLYPEPTIDES DE CIRCOVIRUS ASSOCIE A 
LA MALADIE DE L 1 AMAIGRISSEMENT DU PORCELET (MAP), 
APPLICATIONS AU DIAGNOSTIC ET A LA PREVENTION ET/OU AU 
TRAI TEMENT DE L 1 INFECTION . 

L f invention a pour objet la sequence genomique et des 
sequences nucleotidiques codant pour des polypeptides de 
circovirus MAP, tels que les polypeptides structuraux et 

non structuraux dudit circovirus, ainsi que des vecteurs 
incluant lesdites sequences et cellules ou animaux 
transformes par ces vecteurs. L' invention concerne 
egalement des procedes de detection de ces acides 
nucleiques ou polypeptides et des kits de diagnostic 
d' infection par le circovirus MAP. L 1 invention vise aussi 

une methode de selection de composes capables de moduler 
l 1 infection virale . L 1 invention comprend enfin des 
compositions pharmaceutiques , notamment vaccinales, pour la 
prevention et/ou le traitement d 1 infections virales par 
circovirus MAP ainsi cnae 1 1 utilisation de vecteur selon 
1 1 invention pour la prevention et/ou le traitement de 
maladies par therapie ^enique . 



La maladie de l'amaigrissement du porcelet (MAP) ou 
encore appele deperissement fatal du porcelet (DFP) a ete 
largement decrite en Amerique du Nord (Harding, J.C., 
1997), et des auteurs ont rapporte l'existence d'une 
relation entre cette pathologie et la presence de 
circovirus porcin (Daft, B. et al . , 1996 ; Clark, E.G., 
1997 ; Harding, J.C., 1997 ; Harding, J.C. et Clark, E.G., 
1997 ; Nayar, G.P. et al . , 1997). Un circovirus porcin a 
deja ete mis en evidence dans des cultures cellulaires 
derivees de pore etablies en lignee et infectees 
chroniquement (Tischer, I., 1986, 1988, 1995 ; Dulac, G.C., 
1989 ; Edwards, S., 1994 ; Allan, G.M., 1995 et McNeilly, 
F., 1996). Ce virus, lors d'infection experimentale de 
porcelets, ne se revelait pas pathogene pour le pore 
(Tischer, I., 1986, Horner, G.W., 1991) et sa sequence 
nucleotidique a ete determinee et caracterisee (Tischer , I., 
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1982 ; Meehan, B.M.et al . , 1997 ; Mankertz, A., 1997). Le 
circovirus porcin, denomme virus PCV, fait partie du genre 
circovirus de la famille des circoviridae (Murphy, F.A. et 
al . , 1995) dont le virion possede un ADN circulaire de 
5 taille compris entre 1,7 et 2,3 kb, ADN qui comprend 3 
cadres ouverts de lecture (ORF1 a ORF3) , codant pour une 
proteine de replication REP impliquee dans la phase 
d' initiation et de terminaison de la replication circulaire 
deroulante (RCR) (Heyraud-Nitschke , F., et al . , 1995 ; 

10 Harding, M.R. et al . , 1993 / Hanson, S.F. et al . , 1995 ; 
Fontes, E.P.B. et al . , 1994), codant pour Une proteine de 
capside (Boulton,L.H. et al . , 1997 ; Hackland, A . F . et al . , 
1994 ; Chu, P.W.G. et al . , 1993 et codant pour une proteine 
non structurale dite de dissemination (Lazarowitz , S.G. et 

15 al . , 1989) . 

Les auteurs de la presente invention ont remarque que 
les manifestations cliniques perceptibles chez le pore et 
liees a 1 1 infection par le circovirus MAP, sont tres 
individualisees . Ces manifestations apparaissent en general 

20 sur des pores de 8 a 12 semaines d'age, sevres depuis 4 a 8 
semaines . Les premiers signes sont 1 1 hypotonie sans qu ' on 
puisse parler de prostration. Rapidement (48 heures) , les 
f lanes se creusent, la ligne du dos se dessine, les pores 
"blanchissent " . Ces signes s ' accompagnent en general 

25 d 1 hypertermie , d'anorexie et le plus souvent de 
manifestations respiratoires (toux, dyspnee, polypnee) . Des 
diarrhees transitoires peuvent egalement apparaitre. La 
phase d'etat de la maJadie dure environ un mois au terme de 
laquelle les taux de mortalite varient de 5 a 20 %. A ces 

30 mortalites il convient d'ajouter une proportion variable 
(5-10 %) d'animaux cadaveriques ne pouvant plus representer 
un avenir economique. II est a noter qu 1 en dehors de ce 
stade critique de fin de post-sevrage, aucune anomalie 
n'apparait dans les elevages. En particulier, la fonction 

35 de reproduction est parfaitement maintenue . 

Sur le plan epidemiologique , les premieres 
manifestations de cette pathologie sont apparues au debut 



de 1995 dans 1 ■ Est du departement des Cotes d * Armor en 
France, et les elevages atteints sont surtout cantonnes 
dans cette zone du departement. En decembre 1996, le nombre 
des elevages concernes ne peut etre evalue avec precision 
en raison de 1 1 absence de methode de diagnostic specif ique 
au laboratoire ni de dispositif d 1 epidemiosurveillance du 
cheptel . En se basant sur les faits cliniques ainsi que sur 
des resultats d 1 examens necropsiques fournis par les 
veterinaires , on peut estimer ce nombre a plusieurs 
dizaines (80-100) . La contagiosity de la maladie est faible 
a moderee . Des cas sont signales en dehors de la zone 
initiale et font suite pour la plupart au transfert 
d 1 animaux venant d' elevages connaissant le probleme. En 
revanche, une particularity de 1* affection est sa forte 
remanence . Ainsi, des elevages atteints depuis une annee 
sont-ils toujours concernes en depit de 1 1 application 
massive de therapeutiques . Les elevages a expression 
clinique se recrutent dans les differentes categories de 
specialisation (naisseurs-engraisseurs , post - sevreurs- 
engraisseurs) et differentes structures economiques sont 
concernees . Par ailleurs, les troubles apparaissent meme 
dans des elevages ou les regies de la zootechnie sont 
respectees . 

De nombreux examens necropsiques ont ete realises soit 
dans les elevages soit au laboratoire. Les elements du 
tableau lesionnel sont disparates. Les lesions macro- 
scopiques les plus constantes sont de. la pneumonie qui se 
presente parfois en -damier ainsi qu 1 une hypertrophie des 
ganglions lymphatiques . Les autres lesions concernent 
surtout les visceres thoraciques dont notamment pericardite 
et pleuresie. Mais des arthrites, des ulceres gastriques 
sont egalement observes. Les lesions revelees a 1 1 examen 
histologique se situent essentiellement au niveau 
pulmonaire (pneumonie interstitielle) , ganglionnaire 
(depletion lymphoide des noeuds lymphatiques, cellules 
geantes) et renal (glomerulonephrite , vascularite) . Les 
agents infectieux ont fait l'objet de recherches larges. 
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L 1 intervention des pestivirus et de la maladie d'Aujeszky a 
pu etre exclue. Les troubles apparaissent dans les 
troupeaux SDRP (Syndrome Dysgenesique et Respiratoire 
Porcin, infection liee a un arteriovirus) seropositif, mais 
5 le role de ce dernier dans la genese des troubles n ! a pu 
etre etabli (la majorite des elevages de Bretagne sont SDRP 
seropositif s) . 

Les auteurs de la presente invention, dans le but 

10 d' identifier 1 1 agent etiologique responsable de la MAP, ont 
realise des epreuves de "contact" entre porcelets 
manif estement "malades" et des pores EOPS (Exempts 
d'Organismes Pathogenes Specif iques) du CNEVA (Centre 
National d 1 Etudes veterinaires et Alimenta'ires , France). 

15 Ces epreuves ont permis d f observer le developpement dans 
les animaleries protegees des manifestations comparables a 
celles observees en elevage. Les manifestations discretes 
telles que 1 ■ hyperthermie moderee, 1 1 anorexie et la 
diarrhee intermittente , sont apparues apres une semaine de 

20 contact. II faut noter que le virus SDRP n ! a diffuse que 
posterieurement aux manifestations cliniques. Par ailleurs, 
des inoculations de broyats d'organes d'animaux malades a 
des pores sains a permis de reproduire des manifestations 
apparentees a celles observees dans les elevages, avec 

25 cependant une incidence moins forte liee aux conditions 
favorables d'entretien des animaux dans les installations 
experimentales . 

Ainsi, les auteurs de la presente invention ont pu 
mettre en evidence que les manifestations pathologiques se 

30 presentent comme une entite bien definie affectant le pore 
a un stade particulier de sa croissance. 

Cette pathologie n'a jamais ete decrite en France. 
Toutefois, des informations eparses notamment canadiennes 
relatent de faits apparentes. 

35 Les troubles ne peuvent etre maitrises par les 

therapeutiques existantes. 



Les donnees recoltees tant en elevage qu'en 
experimentation ont permis de mettre en relief les points 
suivants : 

- la maladie MAP est transmissible mais sa contagiosity est 
peu elevee, 

son origine etiologique est de nature infectieuse et 
probablement virale, 

- la maladie MAP presente un caractere persistant dans les 
elevages atteints . 

II s 1 en suit : des consequences economiques 
considerables pour les elevages. 

Ainsi, un besoin important a ce jour concerne un 
diagnostic specif ique et sensible, de realisation pratique 
et rapide, permettant le depistage precoce de 1' infection. 
Un test fiable, sensible et 
distinction entre souches de 
done fortement desire. 

D ! autre part, un besoin 
bien tolere des infections a circovirus MAP reste egalement 
desire, aucun vaccin aujourd'hui n'est disponible contre le 
circovirus MAP. 

S'agissant du circovirus MAP, il faudra probablement 
comprendre le role de la defense immunitaire dans la 
physiologie et la pathologie de la maladie pour developper 
des vaccins satisf aisants . 

Une information plus ample concernant la biologie de 
ces souches, leurs interactions avec leurs hotes, les 
phenomenes d 1 infect iv-ite associes et ceux d ' echappement aux 
defenses immunitaires de l'hote notamment, et leur 
implication .enfin dans le developpement des pathologies 
associees, permettra une meilleure comprehension de ces 
mecanismes. Compte tenu de ce qui precede et qui montre en 
particulier les limitations des moyens de lutter contre 
l 1 infection par le circovirus MAP, il est done primordial 
aujourd'hui d'une part . de developper des outils 
moleculaires , notamment a partir d'une meilleure 
connaissance genetique du circovirus MAP, mais egalement de 



pratique, qui permette la 
circovirus porcin (PCV) est 

de traitement efficace, et 



mettre au point de nouveaux traitements preventifs et 
therapeutiques, des nouvelles methodes de diagnostic et de 
nouvelles strategies vaccinales specif iques, efficaces et 
tolerees . Ceci est precisement 1' objet de la presente 
5 invention. 

La presente invention a pour objet la sequence 
nucleotidique de sequence SEQ ID N° 1, telle que 
representee a la figure 2, du genome de circovirus MAP. 

10 La sequence nucleotidique de sequence SEQ ID N° la 

ete deposee le 2 Juillet 1997 a la banque de donnees 
GenBank sous le numero nuc 1 AF012107. 

La presente invention a egalement pour objet des 
sequences nucleotidiques caracterisees en ce qu'elles sont 

15 choisies parmi : 

a) une sequence nucleotidique de fragment specifique de la 
sequence SEQ ID N° 1 ; 

b) une sequence nucleotidique homologue a une sequence 
nucleotidique telle que definie en a) ; 

20 c) une sequence nucleotidique complementaire de la sequence 

SEQ ID N° 1 ou complementaire d 1 une sequence 
nucleotidique telle que definie en a) ou b) , et une 
sequence nucleotidique de leur ARN correspondant ; 

d) une sequence nucleotidique capable de s 1 hybrider dans 
25 des conditions stringentes avec une sequence telle que 

definie en a) , b) , ou c) ; 

e) une sequence nucleotidique comprenant la sequence SEQ ID 
N° 1 ou une sequence telle que definie en a) , b) , c) ou 
d) ; et 

30 f) une sequence nucleotidique modifiee d'une sequence 

nucleotidique telle que definie en a) , b) , c) , d) ou e) . 
On entendra par sequence nucleotidique, polynucleotide 
ou acide nucleique, selon la presente invention, aussi bien 
un ADN double brin ou simple brin dans des formes 
35 mohomeriques et dimeriques (dites en tandem) que des 
produits de transcription desdits ADNs . 



II doit etre compris que la .presente invention ne 
concerne pas les sequences nucleotidiques genomiques prises 
dans leur environnement naturel, c'est-a-dire a I'etat 
naturel . II s'agit de sequences qui ont pu etre isolees, 
5 purifiees ou partiellement purifiees, a partir de methodes 
de separation telles que par exemple la chromatographic par 
e change d" 1 ions, par exclusion basee sur la taille 
moleculaire , ou par af finite, ou encore les techniques de 
f ractionnement basees sur la solubilite dans differents 
10 solvants, ou a partir de methodes du genie genetique telles 
que 1 1 amplification, le clonage et le sous-clonage , les 
sequences de 1 1 invention pouvant etre portees par des 
vecteurs . 

La .sequence nucleotidique SEQ ID N° 1 a ete obtenue 

15 par sequengage du genome par la methode de Sanger. 

Par fragment specifique de sequence nucleotidique 
selon .1 ' invention, on entendra designer tout fragment 
nucleotidique du circovirus MAP de longueur. d f au moins 8 
nucleotides, de preference au moins 12 nucleotides, et 

20 encore plus pref erentiellement au moins 20 nucleotides 
consecutifs de la sequence dont il est issu, et presentant, 
apres alignement et cpmparaison avec les fragments 
correspondants de circovirus porcins connus, au moins un 
nucleotide ou base de nature differente. Les fragments 

25 nucleotidiques specifiques du circovirus MAP peuvent 
facilement etre determines en se reportant a la figure 3 de 
la presente invention, dans laquelle sont mis en evidence 
les -nucleotides ou -bases de la sequence SEQ ID N° 1 
(circopordf p) qui sont de nature differente, apres 

30 alignement de ladite sequence SEQ ID N° 1 avec les deux 
autres sequences de circovirus porcin connues (circopormeeh 
et circopormank) . 

Par sequence nucleotidique homologue au sens de la 
presente invention, on entend une sequence nucleotidique 

35 presentant au moins une. sequence nucleotidique de fragment 
specifique, telle que definie precedemment , et un 
pourcentage d^dentite avec les bases d'une sequence 
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nucleotidique selon 1' invention d'au moins 80 %, de 
preference 90 % et 95 %, ce pourcentage etant purement 
statistique et les differences entre les deux sequences 
nucleotidiques pouvant etre reparties au hasard et sur 
5 toute leur longueur. Lesdites sequences homologues 
11 specif iques 11 peuvent comprendre , par exemple, les 
sequences correspondant a la sequence genomique ou aux 
sequences de ses fragments representatif s de variants de 
circovirus MAP. Ces sequences homologues specif iques 

10 peuvent ainsi correspondre a des variations liees a des 
mutations au sein de la souche circovirus MAP et 
correspondre notamment a des troncatures, substitutions, 
deletions et/ou additions d'au moins un nucleotide. 
Lesdites sequences homologues peuvent egalement 

15 correspondre a des variations liees a la degenerescence du 
code genetique. 

Par sequence nucleotidique complementaire d'une 
sequence de 1" invention, on entend tout ADN dont les 
nucleotides sont complementaires de ceux de la sequence de 
20 l f invention, et dont 1 ■ orientation est inversee (sequence 
antiparallele) . 

On entend par hybridation dans des conditions de 
stringence avec une sequence nucleotidique selon 
l 1 invention, une hybridation dans des conditions de 
25 temperature et de force ionique choisies de telle maniere 
qu f elles permettent le maintien de 1 1 hybridation entre deux 
fragments d'ADN complementaires. 

A titre illustratif, des conditions de forte 
stringence de 1 ' etape d 1 hybridation aux fins de definir les 
30 fragments nucleotidiques decrits ci-dessus, sont 
avantageusement les suivantes. 

L ' hybridation est realisee a une temperature 
pref erentielle de 65°C en presence de tampon SSC; 1 x SSC 
correspondant a 0,15 M NaCl et 0,05 M citrate de Na. Les 
35 etapes de lavage peuvent, par exemple, etre les suivantes : 
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2 x SSC, a temperature ambiante suivi de 2 lavages a 2 x 
SSC, 0,5 % SDS a 65°C ; 2 x 0,5 x SSC, 0,5 % SDS ; a 
65 °C pendant 10 minutes chacun. 

Les conditions de stringence intermediaire , en 
5 utilisant par exemple une temperature de 42°C en presence 
d'un tampon 2 x SSC, ou de faible stringence, par exemple 
une temperature de 37 °C en presence d'un tampon 2 x SSC, 
requierent respectivement pour 1 1 hybridation entre les deux 
sequences une complementarite globale moins importante. 
10 Les conditions stringentes d 1 hybridation decrites ci- 

avant pour un polynucleotide d 1 une taille d 1 environ 350 
bases, seront adaptees par 1 ' homme du metier pour des 
oligonucleotides de taille plus grande ou plus petite, 
selon 1 1 enseignement de Sambrook et al . , 1989. 
15 Parmi les sequences nucleotidiques selon 1* invention, 

on prefere egalement - celles utilisables comme amorce ou 
sonde dans des methodes permettant d'obtenir les sequences 
homologues selon 1' invention, ces methodes telles que la 
reaction en chaine a la polymerase (PCR) , le clonage et le 
20 sequencpage d'acide nucleique etant bien connues de 1 1 homme 
de 1 1 art . 

Parmi lesdites sequences nucleotidiques selon 
l 1 invention, on prefere encore celles utilisables comme 
• amorce ou sonde dans des methodes permettant de 
25 diagnostiquer la presence de circovirus MAP ou 1 'un de ses 
variants telles que definies ci-apres. 

On prefere egalement les sequences nucleotidiques 
selon 1 ! invention capables de moduler, d'inhiber ou 
d'induire 1 1 expression de gene du circovirus MAP ou 1 1 un de 
30 ses variants, et/ou capables de moduler le cycle de 
replication du circovirus MAP ou l'un de ses variants dans 
la cellule et/ou 1' organisme hote . On entendra designer par 
cycle de replication, 1 ! invasion, la multiplication du 
circovirus MAP ou l'un de ses variants, et sa propagation 
35 cellules hotes a cellules hotes dans 1 'organisme hote. 

Parmi lesdites sequences nucleotidiques selon 
l 1 invention, on prefere enfin celles correspondant a des 
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cadres ouverts de lecture, denommes sequences ORF (ORF pour 
"open reading frame") , et codant pour des polypeptides, 
telles que par exemple les sequences ORF1, ORF2 et ORF3 
correspondant respect ivement aux sequences nucleotidiques 
comprises entre les positions 47 a 985 (ORF1) , les 
positions 1022 a 1723 (ORF2) et les positions 38 a 658 
(ORF3), les extremites etant comprises, les positions etant 
determinees par rapport a la position des nucleotides sur 
la sequence SEQ ID N° 1 representee a la figure 2. 

Les fragments de sequence nucleotidique selon 
1 ! invention peuvent etre obtenus par exemple par 
amplification specif ique, telle que la PCR, ou apres 
digestion par des enzymes de restriction appropriees de 
sequences nucleotidiques selon 1' invention, ces methodes 
sont en particulier decrites dans 1 ■ ouvrage de Sambrook et 
al . , 1989. Cesdits fragments representatif s peuvent 
egalement etre obtenus par synthese chimique lorsque leur 
taille n'est pas trop importante et selon des methodes bien 
connues de 1 1 homme de 1 1 art . 

Par sequence nucleotidique modifiee, on entendra toute 
sequence nucleotidique obtenue par mutagenese selon des 
techniques bien connues de 1 1 homme de 1 ■ art , et comportant 
des modifications par rapport aux sequences normales selon 
1' invention, par exemple des mutations dans les sequences 
regulatrices et/ou promotrices de 1' expression de 
polypeptide, notamment conduisant a une modification du 
taux d 1 expression dudit polypeptide ou a une modulation du 
cycle replicatif . - 

Par sequence nucleotidique modifiee, on entendra 
egalement toute sequence nucleotidique codant pour un 
polypeptide modifie tel que defini ci-apres. 

La presente invention a pour objet des sequences 
nucleotidiques de circovirus MAP selon 1' invention, 
caracterisees en ce qu'elles sont choisies parmi les 
sequences ORF1, 0RF2 et ORF3 et telles que definies 
precedemment . 
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L 1 invention concerne egalement les sequences 
nucleotidiques caracterisees en ce qu'elles comprennent une 
sequence nucleotidique choisie parmi : 
. a) une sequence nucleotidique ORF1 a ORF3 selon 
5 1 ' invention ; 

b) une sequence nucleotidique de fragment specif ique d'une 
sequence ORF1 a ORF3 selon 1' invention ou d'une sequence 
telle que definie en a) ; 

c) une sequence nucleotidique homologue comportant au moins 
10 80 % d'identite avec une sequence nucleotidique ORF1 a 

ORF3 selon 1 1 invention ou telle que definie en a) ou 

b) ; 

d) une sequence nucleotidique complementaire ou d'ARN 
correspondant a une sequence ORF1 a 0RF3 selon 

15 1' invention ou telle que definie en a) , b) ou c) ; et 

e) une sequence nucleotidique modifiee d'une sequence ORF1 
a ORF3 selon 1 1 invention ou telle que definie en a), b) , 

c) , ou d) . 

En ce qui concerne l'homologie avec les sequences 
20 nucleotidiques ORF1 a ORF3 , on prefere les sequences 
homologues specifiques telles que definies precedemment 
presentant un pourcentage d'identite avec les bases de 
1 ' une des sequences nucleotidiques ORF1 a ORF3 d'au moins 
80 %, de preference 90 % et 95 %. Lesdites sequences 
25 homologues specifiques peuvent comprendre, par exemple, les 
sequences correspondant aux sequences ORF1 a ORF3 de 
variant du circovirus MAP. Ces sequences- homologues 
specifiques peuvent de la meme maniere correspondre a des 
variations liees a des mutations au sein de la souche de 
30 circovirus MAP et correspondre notamment a des troncatures, 
substitutions, deletions et/ou additions d'au moins un 
nucleotide . 

De maniere preferee, . 1' invention est relative aux 
sequences nucleotidiques selon 1 ' invention, caracterisees 
35 en ce qu ! elles comprennent une sequence nucleotidique 
choisie parmi les sequences suivantes : 
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10 



15 



20 



25 



30 



a) 
b) 
c) 
d) 
e) 
f) 

g) 

h) 

i) 

j) 
k) 

1) 
m) 



170 
450 
1026 
1074 
1101 
1123 
1192 
1218 
1501 
1536 
1563 
1632 
1686 
Dans 



5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 



TGTGGCGA 3 1 ; 
AGTTTCCT 3 ' ; 
TCATTTAGAGGGTCTTTCAG 3 1 
GTCAACCT 3 ' 
GTGGTTGC 3 1 
AGCCCAGG 3 ' 
TTGGCTGG 3 ■ 
T CT AG CT CTGGT 3 ' 
ATCTCAGCTCGT 3 ' 
TGTCCTCCTCTT 3 1 
TCTCTAGA 3 1 
TGTACCAA 3 1 
TCCGTCTT 3 1 
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et leur sequence complementaire. 
la liste des sequences nucleotidiques a) -m) ci- 
dessus, les nucleotides soulignes sont mutes par rapport 
aux deux sequences connues de circovirus non pathogenes 
pour le pore. Le nombre precedent la sequence nucleotidique 
represente la position du premier nucleotide de ladite 
sequence sur la sequence SEQ ID N° 1 • 

L 1 invention comprend les polypeptides codes par une 
sequence nucleotidique selon l f invention, de preference un 
polypeptide dont la sequence est representee par un 
fragment specif ique d'une des 6 sequences d'acides amines 
representees a la figure 3, ces 6 sequences d'acides amines 
correspondant aux polypeptides pouvant etre codes suivant 
I'un des 3 cadres de lecture possibles de la sequence SEQ 
ID N° 1 ou de la sequence d'ADN de son brin complementaire. 

L 1 invention concerne egalement les polypeptides 
caracterises en ce qu'ils comprennent un polypeptide choisi 
parmi les sequences d'acides amines SEQ ID N 0 ^, SEQ ID 
N° 3 et SEQ ID N° 4, representees respectivement sur les 

figures 4, 5 et 6. 

L 1 invention concerne aussi les polypeptides 
caracterises en ce qu ! ils comprennent un polypeptide choisi 
parmi : 

a) un polypeptide selon l 1 invention ; 
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b) un fragment specif ique d'au moins 5 acides amines d'un 
polypeptide selon 1 ' invention et tel que def ini en a) ; 

c) un polypeptide homologue a un polypeptide selon 
1' invention, ou tel que def ini en a) ou b) ; 

d) un fragment specif ique biologiquement actif d'un 
polypeptide selon 1' invention, ou tel que def ini en a), 
b) ou c) ; et 

e) un polypeptide modifie d'un polypeptide selon 
1' invention, ou tel que def ini en a), b) , c) ou d) . 

Dans la presente description, les termes polypeptide, 
peptide et proteine sont interchangeables . 

II doit etre compris que 1' invention ne concerne pas 
les polypeptides sous forme naturelle, c'est-a-dire qu'ils 
ne sont pas pris dans leur environnement naturel mais 
qu'ils ont pu etre isoles ou obtenus par purification a 
partir de sources naturelles, ou bien obtenus par 
recombinaison genet ique, ou encore par synthese chimique et 
qu'ils - peuvent alors comporter des acides amines non 
naturels, comme cela sera decrit ci-apres. 

Par fragment de polypeptide selon 1' invention, on 
entend designer un polypeptide comportant au minimun 5 
acides amines, de preference 10 acides amines et 15 acides 
amines . 

Par fragment specif ique de polypeptide, on entend 
designer dans la presente invention un fragment de 
polypeptide code par une sequence nucleotidique de fragment 
specif ique selon l 1 invention. 

Par polypeptide ~ homologue , on entendra designer les 
polypeptides presentant un fragment specif ique de 
polypeptide selon 1' invention, et presentant, par rapport 
au polypeptide naturel, certaines modifications comme en 
particulier une deletion, addition ou substitution d'au 
moins un acide amine, une troncation, un allongement, une 
fusion chimerique, et/ou une mutation. Parmi les 
polypeptides homologues " specif iques " , on prefere ceux dont 
la sequence d' acides amines presente au moins 80 %, de 
preference 90 %, d'homologie avec les sequences d' acides 
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amines des polypeptides selon 1' invention. Dans le cas 
d 1 une substitution, un ou plusieurs acides amines 
consecutifs ou non consecutifs, sont remplaces par des 
acides amines "equivalents". L'expression acide amine 
"equivalent" vise ici a designer tout acide amine 
susceptible d'etre substitue a 1 1 un des acides amines de la 
structure de base sans cependant modifier essentiellement 
les activites biologiques des peptides correspondants et 
telles qu'elles seront definies par la suite. 

Ces acides amines equivalents peuvent etre determines 
soit en s 1 appuyant sur leur homologie de structure avec les 
acides amines auxquels ils se substituent, soit sur des 
resultats d'essais comparatifs d'activite biologique entre 
les differents polypeptides susceptibles d'etre effectues. 

A titre d'exemple, on mentionnera les possibilites de 
substitutions susceptibles d'etre effectuees sans qu ! il en 
resulte une modification approfondie de l'activite 
biologique des polypeptides modifies correspondants, les 
remplacements, par exemple, de la leucine par la valine ou 
1 1 isoleucine, de 1 1 acide aspartique par 1' acide glutamique, 
de la glutamine par l'asparagine, de 1 1 arginine par la 
lysine etc., les substitutions inverses etant naturellement 
envisageables dans les memes conditions. 

Les polypeptides homologues specifiques correspondent 
egalement aux polypeptides codes par les sequences 
nucleotidiques homologues specifiques telles que definies 
precedemment et comprennent ainsi dans la presente 
definition les polypeptides mutes ou correspondant a des 
variants, pouvant exister chez circovirus MAP, et qui 
correspondent notamment a des troncatures, substitutions, 
deletions et/ou additions d'au moins un residu d 1 acide 
amine . 

Par fragment specif ique biologiquement actif d'un 
polypeptide selon 1' invention, on entendra designer en 
particulier un fragment specif ique de polypeptide, tel que 
defini ci-avant, presentant au moins une des 
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caracteristiques des polypeptides selon l 1 invention, 
notamment en ce qu ! il est : 

- capable d'induire une reaction d 1 immunogenic ite dirigee 
contre le circovirus MAP ; et/ou 

- capable d'etre reconnu par un anticorps specif ique d'un 
polypeptide selon, 1' invention ; et/ou 

- capable de se lier a un polypeptide ou a une sequence 
nucleotidique de circovirus MAP ; et/ou 

- capable d'exercer une activite physiologique , meme 
partielle, tejlle que par exemple une activite de 
dissemination ou structurelle (capside) ; et/ou 

- capable de moduler, d'induire ou d'inhiber l 1 expression 
de gene de circovirus MAP ou 1 1 un de ses variants, et/ou 
capable de moduler le cycle de replication de circovirus 
MAP ou 1 'un de ses variants dans la cellule et/ou 
l'organisme hote . 

Les fragments de polypeptide selon 1 1 invention peuvent 
correspondre a des fragments isoles ou purifies 
naturellement presents dans le circovirus MAP ou 
correspondre a des fragments pouvant etre obtenus par 
clivage dudit polypeptide par une enzyme proteolytique , 
telle que la trypsine ou la chymotrypsine ou la 
collagenase, ou par un reactif chimique, tel que le bromure 
de cyanogene (CNBr) ou encore en pla<jant ledit polypeptide 
dans un environnement tres acide, par exemple a pH 2,5. De 
tels fragments polypeptidiques peuvent etre egalement 
prepares indif f eremment par synthese chimique, a partir 
d'hotes transformes ' par un vecteur d 1 expression selon 
1 1 invention contenant un acide nucleique permettant 
l 1 expression desdits fragments, place sous, le controle des 
elements de regulation et/ou d 1 expression appropries. 

Par "polypeptide modifie" d'un polypeptide selon 
l 1 invention, on entend designer un polypeptide obtenu par 
recombinaison genet ique ou par synthese chimique comme cela 
sera decrit ci-apres, presentant au moins une modification 
par rapport a la sequence normale. Ces modifications 
pourront notamment porter sur des acides amines a l'origine 
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d'une specif icite, de la pathogenicity et/ou de virulence, 
ou a 1 1 origine de la conformation structurale, et de la 
capacite d 1 insertion membranaire du polypeptide selon 
1' invention. On pourra ainsi creer des polypeptides 
5 d'activite equivalente, augmentee ou diminuee, et de 
specif icite equivalente, plus etroite, ou plus large. Parmi 
les polypeptides modifies, il faut citer les polypeptides 
dans lesquels jusqu'a 5 acides amines peuvent etre 
modifies, tronques a 1 'extremite N- ou C-terminale, ou bien 
10 deletes, ou bien ajoutes. 

Comme cela est indique, les modifications du 
polypeptide auront pour objectif notamment : 

- de le rendre capable de moduler, d'inhiber ou d f induire 
l 1 expression de gene de circovirus MAP et/ou 1 1 un de ses 

15 variants et/ou capable de moduler le cycle de replication 

de circovirus MAP et/ou l'un de ses variants dans la 
cellule et/ou l'organisme hote, 

- de permettre son incorporation dans des compositions 
vaccinales , 

20 - de modifier sa biodisponibilite en tant que compose a 
usage therapeutique . 

Les methodes permettant de mettre en evidence lesdites 
modulations sur des cellules eucaryotes ou procaryotes sont 
bien connues de 1 ' homme de 1 1 art . II est egalement bien 

25 entendu que les sequences nucleotidiques codant pour 
lesdits polypeptides modifies pourront etre utilisees pour 
lesdites modulations, par exemple par 1 ' intermediaire de 
vecteurs selon 1 1 invention et decrits ci-apres, afin, par 
exemple, de prevenir ou de traiter les pathologies liees a 

30 -l 1 infection. 

Les polypeptides modifies precedents peuvent etre 
obtenu's -en utilisant la chimie combinatoire , dans laquelle 
il est possible de faire varier systematiquement des 
parties de polypeptide avant de les tester sur des modeles, 

35 » cultures cellulaires ou des micro-organismes par exemple, 
pour selectionner les composes les plus actifs ou 
presentant les proprietes recherchees . 



17 



La synthese chimique presente egalement 1 ' avantage de 
pouvoir utiliser : 

- des acides amines non naturels, ou 

- des liaisons non peptidiques. 

5 Ainsi, afin d'ameliorer la duree de vie des 

polypeptides selon 1' invention, il pourra etre interessant 
d 1 utiliser des acides amines non naturels, par exemple sous 
forme D, ou bien des analogues d' acides amines, notamment 
des formes soufrees par exemple. 

10 Enfin, la structure des polypeptides selon 

1' invention, ses formes -homologues specif iques ou 
modifiees, pourra etre integree dans des structures 
chimiques de type polypeptidique ou autres. Ainsi, il 
pourra etre interessant de prevoir aux extremites N- et C- 

15 terminales des composes non reconnus par les proteases. 

Font egalement partie de 1' invention les sequences 
nucleotidiques codant pour un polypeptide selon 
1 1 invention . 

L- invention concerne egalement des sequences 
20 nucleotidiques utilisables comme amorce ou sonde, 
caracterisees en ce que lesdites sequences sont choisies 
parmi les sequences nucleotidiques selon 1 1 invention. 

Parmi les couples de sequences nucleotidiques 
utilisables comme couple d 1 amorces selon l 1 invention, on 
25 prefere les couples d 1 amorces choisis parmi les couples 
suivants : 



a) 


5 ■ 


GTG 


TGC 


TCG 


ACA 


TTG 


GTG 


TG 


3 1 


, et 




5 ■ 


TGG 


AAT 


-GTT 


AAC 


GAG 


CTG 


AG 


3 ' 


■ 


b) 


5 1 


GTG 


TGC 


TCG 


ACA 


TTG 


GTG 


TG 


3 ■ 


, et 




5 1 


CTC 


GCA 


GCC 


ATC 


TTG 


GAA 


TG 


3 ' 


* 


c) 


5 ■ 


CGC 


GCG 


TAA 


TAC 


GAC 


TCA 


CT 


3 ' 


, et 




5 ' 


GTG 


TGC 


TCG 


ACA 


TTG 


GTG 


TG 


3 ■ 


* 


d) 


5 ' 


CGC 


GCG 


TAA 


TAC 


GAC 


TCA 


CT 


3 1 


, et 




5 1 


CTC 


GCA 


GCC 


ATC 


TTG 


GAA 


TG 


3 ' 


* 
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Le clonage et le sequengage du circovirus MAP a permis 
d' identifier , apres analyse comparative avec les sequences 
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nucleotidiques des autres circovirus porcins, quelles 
etaient parmi les sequences de fragments de ces acides 
nucleiques, celles qui sont strictement specif iques du 
circovirus MAP et celles qui correspondent a une sequence 
5 consensus de circovirus porcins autres de lignees 
cellulaires. 

Un grand besoin existe egalement de pouvoir disposer 
de sequences nucleotidiques utilisables comme amorce ou 
sonde specif iques de 1 ' ensemble de circovirus porcins 

10 autres connus et non pathogenes. 

Cesdites sequences nucleotidiques consensus 

specif iques de 1' ensemble de circovirus, autres que 
circovirus MAP, sont facilement identif iables sur la figure 
3, et font partie de I 1 invention. 

15 Parmi cesdites sequences nucleotidiques consensus, on 

prefere celle caracterisee en ce qu'elle fait partie du 
couple d 1 amorces suivant : 

a) 5 1 GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3 1 , et 
5 1 TGG AAT GTT AAC TAC CTC AA 3'. 

20 II est bien entendu que la presente invention a 

egalement pour objet les polypeptides specif iques de 
circovirus porcins connus autres que circovirus MAP, codes 
par lesdites sequences nucleotidiques consensus, 
susceptibles d'etre obtenus par purification a partir des 

25 polypeptides naturels, par recombinaison genetique ou par 
synthese chimique par des procedes bien connus de 1 ' homme 
de l'art et tels que decrits notamment ci-apres. De la meme 
maniere, les anticorps mono ou polyclonaux, marques ou non 
marques diriges contre lesdits polypeptides specifiques 

30 codes par lesdites sequences nucleotidiques consensus, font 
aussi partie de 1' invention. 

Lesdites sequences nucleotidiques consensus, lesdits 
polypeptides correspondants ainsi que lesdits anticorps 
diriges contre lesdits polypeptides, pourront etre utilises 

35 dans des procedes ou necessaires de detection et/ou 
d' identification tels que decrits ci-apres, a la place ou 
en outre des sequences nucleotidiques, des polypeptides ou 
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des anticorps- selon 1 1 invention, specif iques du circovirus 
MAP. 

Ces protocoles ont ete ameliores pour detecter de 
facpon dif f erentielle les formes monomeriques circulaires de 
5 formes replicatives specif iques du virion ou de l'ADN en 
replication et les formes dimeriques retrouvees dans les 
constructions moleculaires dites en tandem. 

L 1 invention concerne en outre 1 1 utilisation d'une 
sequence nucleotidique selon 1' invention, comme amorce ou 
10 sonde, pour la detection et/ou 1 1 amplification de sequences 
d'acide nucleique. 

Les sequences nucleotidiques selon 1 ' invention peuvent 
ainsi etre utilisees pour amplifier des sequences 
nucleotidiques, notamment par la technique PGR (reaction en 
15 chaine a la polymerase) (Erlich, 1989 ; Innis et al . , 

1990 ; Rolfs et al . , 1991 ; et White et al . , 1997). 

Ces amorces oligodesoxyribonucleotidiques ou oligo- 
ribonucleotidiques ont avantageusement une longueur d f au 
moins 8 nucleotides, de preference d'au moins 12 
20 nucleotides, et encore plus pref erentiellement au moins 20 
nucleotides. 

D'autres techniques d 1 amplification de l ! acide 
nucleique cible peuvent etre avantageusement employees 
comme alternatives a la PCR. 
25' Les sequences nucleotidiques de l 1 invention, en 

particulier les amorces selon 1' invention, peuvent 
egalement etre mises en oeuvre dans d'autres procedes 
d 1 amplification d'un acide nucleique cible, tels que : 

- la technique TAS (Transcription-based Amplification 
30 System), decrite par Kwoh et al . en 1989 ; 

- la technique 3SR (Self -Sustained Sequence Replication) , 
decrite par Guatelli et al . en 1990 ; 

- la technique NASBA (Nucleic Acid Sequence Based 
Amplification), decrite par Kievitis et al . en 1991 ; 

35 - la technique SDA (Strand Displacement Amplification) ou 
technique d 1 amplification a deplacement de. brin (Walker 
et al . , 1992) ; 
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- la technique TMA (Transcription Mediated Amplification) . 

Les polynucleotides de 1 ' invention peuvent aussi etre 
employes dans des techniques d ' amplification ou de 
modification de l ! acide nucleique servant de sonde, telles 
5 que : 

- la technique LCR (Ligase Chain Reaction) , decrite par 
Landegren et al . en 1988 et perf ectionnee par Barany et 
al . en 1991, qui emploie une ligase thermostable ; 

- la technique de RCR (Repair Chain Reaction) , decrite par 
10 Segev en 1992 ; 

- la technique CPR (Cycling Probe Reaction) , decrite par 
Duck et al . en 1990 ; 

- la technique d ' amplification a la Q-beta-replicase, 
decrite par Miele et al . en 1983 et perf ectionnee 

15 notamment par Chu et al . en 1986, Lizardi et al . en 1988, 

puis par Burg et al . ainsi que par Stone et al . en 1996. 
Dans le cas ou eventuellement le polynucleotide cible 
a detecter est un ARN, par exemple un ARNm, on pourra 
utiliser, prealablement a la mise en oeuvre d'une reaction 

20 d 1 amplification a 1 1 aide d'au moins une amorce selon 
1 1 invention ou a la mise en oeuvre d'un procede de 
detection a 1 1 aide d'au moins une sonde de 1' invention, une 
enzyme de type transcriptase inverse afin d'obtenir un ADNc 
a partir de I'ARN contenu dans 1 ' echantillon biologique . 

25 L ! ADNc obtenu servira alors de cible pour la ou les amorces 
ou la ou les sondes mises en oeuvre dans le procede 
d 1 amplification ou de detection selon 1 ' invention. 

La sonde de detection sera choisie de telle maniere a 
ce qu'elle hybride avec la sequence cible ou l'amplicon 

30 genere a partir de la sequence cible. Une telle sonde de 
detection aura avantageusement pour sequence une sequence 
d'au moins 12 nucleotides, en particulier d'au moins 20 
nucleotides, et de preference d'au moins 100 nucleotides. 

L ' invention comprend aussi les sequences nucleo- 

35 tidiques utilisables comme sonde ou amorce selon 
1' invention, caracterisees en ce qu'elles sont marquees par 
un compose radioactif ou par un compose non radioactif . 
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Lies sequences nucleotidiques non marquees peuvent etre 
utilisees directement comme sondes ou amorces, cependant 
les sequences sont generalement marquees par un element 

radioactif ( P, S, H, I) ou par une molecule non 

radioactive (biotine, acetylaminof luorene , digoxigenine , 5- 
bromo-desoxyuridine , f luoresceine) pour obtenir des sondes 
utilisables pour de nombreuses applications. 

Des exemples de marquage non radioactifs de sequences 
nucleotidiques sont decrits, par exemple, dans le brevet 
frangais N° 78.10975 ou par Urdea et al . ou par Sanchez- 
Pescador et al . en 1988. 

Dans ce dernier cas, on pourra aussi utiliser 1 1 une 
des methodes de marquage decrites dans les brevets FR- 
2 422 956 et FR-2 518 755. 

La technique d 1 hybridation peut etre realisee de 
manieres diverses (Matthews et al . , 1988) . La methode la 
plus generale consiste a immobiliser 1' acide nucleique 
extrait des cellules sur un support (tel que 
nitrocellulose, nylon, polystyrene) et a incuber, dans des 
conditions bien definies, 1 ' acide nucleique cible 
immobilise avec la sonde. Apres 1 1 hybridation, 1 ' exces de 
sonde est elimine et les molecules hybrides formees sont 
detectees par la methode appropriee (mesure de la 
radioactivite , de la fluorescence ou de l ! activite 
enzymatique liee a la sonde) . 

L 1 invention comprend egalement les sequences nucleo- 
tidiques selon 1' invention, caracterisees en ce qu'elles 
sont immobilisees sur un support, de maniere covalente ou 
non covalente . 

Selon un autre mode avantageux de mise en oeuvre des 
sequences nucleotidiques selon 1' invention, ces dernieres 
peuvent etre utilisees immobilisees sur un support et 
servir ainsi .a capturer par hybridation specif ique 1 ' acide 
nucleique cible obtenu a partir de 1 1 echantillon biologique 
a tester. Si necessaire, le support solide est separe de 
1 1 echantillon et le complexe d 1 hybridation forme entre la 
sonde dite de capture et l 1 acide nucleique cible est 
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ensuite detecte grace a une seconde sonde , dite sonde de 
detection, marquee par un element facilement detectable. 

Un autre objet de la presente invention est un vecteur 
pour le clonage et/ou l 1 expression d'une sequence, 
caracterise en ce qu'il contient une sequence nucleotidique 
selon 1 1 invention . 

Les vecteurs selon 1' invention, caracterises en ce 
qu' ils comportent les elements permettant 1* expression 
et/ou la secretion desdites sequences nucleotidiques dans 
une cellule hote determinee, font egalement partie de 
1 1 invention . 

Le vecteur doit alors comporter un promoteur, des 
signaux d' initiation et de terminaison de la traduction, 
ainsi que des regions appropriees de regulation de la 
transcription. II doit pouvoir etre maintenu de facpon 
stable dans la cellule hote et peut eventuellement posseder 
des signaux particuliers specifiant la secretion de la 
proteine traduite. Ces differents elements sont choisis en 
fonction de 1 1 hote cellulaire utilise. A cet effet, les 
sequences nucleotidiques selon 1' invention peuvent etre 
inserees dans des vecteurs a replication autonome au sein 
de 1 1 hote choisi, ou des vecteurs integratifs de 1 ' hote 
choisi . 

De tels vecteurs seront prepares selon les methodes 
couramment utilisees par 1 ■ homme du metier, et les clones 
en resultant pourront etre introduits dans un hote 
approprie par des methodes standard, telles que par exemple 
la lipofection, 1 1 electroporation, le choc thermique . 

Les vecteurs selon 1 1 invention sont par exemple des 
vecteurs d'origine plasmidique ou virale. 

Un vecteur prefere pour 1' expression des polypeptides 
de 1' invention est le baculovirus . 

On prefere egalement le vecteur pBS KS dans lequel est 
insere la sequence d'ADN en tandem du circovirus MAP (ou 
DFP) et tel que depose a la CNCM le 3 juillet 1997, sous le 
numero 1-18 91. 
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Ces vecteurs sont utiles pour transformer des cellules 
hotes. afin de doner ou d'exprimer les sequences nucleo- 
tidiques de 1 1 invention. 

L' invention comprend egalement les cellules hotes 
transformees par un vecteur selon 1' invention. 

Ces cellules peuvent etre obtenues par 1 ■ introduction 
.dans des cellules hotes d ' une sequence nucleotidique 
inseree dans un vecteur tel que defini ci-dessus, puis la 
mise en culture desdites cellules dans des conditions 
permettant la replication et/ou 1 ' expression de la sequence 
nucleotidique transfectee. 

L 1 hote cellulaire peut etre choisi parmi des systemes 
procaryotes ou eucaryotes, comme par exemple les cellules 
bacteriennes (Olins et Lee, 1993) , mais egalement les 
cellules de levure (Buckholz, 1993), de meme que les 
cellules animales, en particulier les cultures de cellules 
de mammiferes (Edwards et Aruffo, 1993) , et notamment les 
cellules d'ovaire de hamster chinois (CHO) , mais egalement 
les cellules d'insectes dans lesquelles on peut utiliser 
des procedes mettant en oeuvre des baculovirus par exemple 
(Luckow, 19 93) . 

Une cellule hote preferee. pour l 1 expression des 
proteines de 1 ' invention est constitute par les cellules 
d'insectes sf9. 

Une cellule hote encore preferee selon 1' invention est 
E-coli, telle que deposee a la CNCM le 3 juillet 1997 , sous 
le numero 1-18 91. 

L' invention concerne egalement les animaux, comprenant 
une desdites cellules transformees selon l 1 invention. 

L'obtention d 1 animaux transgeniques selon l 1 invention 
surexprimant un ou plusieurs des genes de circovirus MAP ou 
partie de genes sera, menee de fagon preferee. sur des rats, 
des souris ou des lapins selon des methodes bien connues de 
1 1 homme de 1 1 art telles que par transf ections , virales ou 
non virales. Les animaux transgeniques surexprimant 1 1 un ou 
plusieurs desdits genes pourront etre obtenus par 
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transfection de copies multiples desdits genes sous 
controle d'un promoteur puissant de nature ubiquitaire, ou 
selectif d'un type de tissu. Les animaux transgeniques 
pourront etre egalement obtenus par recombinaison homologue 
5 sur cellules souches embryonnaires, transfert de ces 
cellules souches a des embryons, selection des chimeres 
affectees au niveau des lignees reproductrices , et 
croissance desdites chimeres. 

Les cellules transf ormees ainsi que les animaux 

10 transgeniques selon 1 1 invention sont utilisables dans des 
procedes de preparation de polypeptide recombinant. 

II est aujourd'hui possible de produire des. 
polypeptides recombinants en quantite relativement 
importante par genie genetique en utilisant les cellules 

15 transf ormees par des vecteurs d" expression selon 
1 1 invention ou en utilisant des animaux transgeniques. selon 
1 1 invention . 

Les procedes de preparation d'un polypeptide de 
I 1 invention sous forme recombinante, caracterises en ce 

20 qu'ils mettent en oeuvre un vecteur et/ou une cellule 
transf ormee par un vecteur selon l 1 invention et/ou un 
animal transgenique comprenant une desdites cellules 
transf ormees selon 1' invention, sont eux-memes compris dans 
la presente invention. 

25 Parmi lesdits procedes de preparation d 1 un polypeptide 

de 1' invention sous forme recombinante , on prefere les 
procedes de preparation mettant en oeuvre un vecteur, et/ou 
une cellule transformee par ledit vecteur et/ou un animal 
transgenique comprenant une desdites cellules transf ormees , 

30 contenant une sequence nucleotidique selon 1 'invention 
codant pour un polypeptide de circovirus MAP. 

Les polypeptides recombinants obtenus comme indique 
ci-dessus, peuvent aussi bien se presenter sous forme 
glycosylee que non glycosylee et peuvent presenter ou non 

35 la structure tertiaire naturelle. 
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Une variante preferee consiste a produire un 
polypeptide recombinant fusionne a une proteine "porteuse" 
(proteine chimere) . L'avantage . de ce systeme est qu'il 
permet une stabilisation et une diminution de la proteolyse 
du produit recombinant, une augmentation de la solubilite 
au cours de la renaturation in * vitro et/ou une 
simplification de- la purification lorsque le partenaire de 
fusion possede une af finite pour un ligahd specif ique. 

Plus particulierement , 1 1 invention concerne un procede 
de preparation d'un polypeptide de 1 ■ invention comprenant 
les etapes suivantes : 

a) culture des cellules transformees dans des conditions 
permettant 1' expression d'un polypeptide recombinant de 
sequence nucleotidique selon 1' invention ; 

b) le cas echeant, recuperation dudit polypeptide 
recombinant . 

Lorsque le procede de preparation d'un polypeptide de 
1 1 invention met en oeuvre un animal transgenique selon 
1 1 invention, le polypeptide recombinant est ensuite extrait 
dudit animal . 

L ■ invention a aussi pour objet un polypeptide 
susceptible d'etre obtenu par un procede de 1' invention tel 
que decrit precedemment . 

L' invention comprend aussi un procede- de preparation 
d'un polypeptide synthetique, caracterise en ce qu'il 
utilise une sequence d'acides amines de polypeptides selon 
1 ■ invention . 

L' invention concerne egalement un polypeptide 
synthetique obtenu par un procede selon 1' invention. 

Les polypeptides selon 1 1 invention peuvent egalement 
etre prepares par les techniques classiques, dans le 
domaine de la synthese des peptides. Cette synthese peut 
etre realisee en solution homogene ou en phase solide. 

Par exemple, on aura recours a la technique de 
synthese en solution homogene decrite par Houbenweyl en 
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Cette methode de synthese consiste a condenser 
successivement deux-a-deux les acides. amines successifs 
dans 1 1 ordre requis, ou a condenser des acides amines et 
des fragments prealablement formes et contenant deja 
plusieurs acides amines dans 1 1 ordre approprie, ou encore 
plusieurs fragments prealablement ainsi prepares, etant 
entendu que 1 1 on aura eu soin de proteger au prealable 
toutes les fonctions reactives portees par ces acides 
amines ou fragments, a 1 'exception des fonctions amines de 
l r un et carboxyles de 1 1 autre ou vice -versa, qui doivent 
normalement intervenir dans la formation des liaisons 
peptidiques, notamment apres activation de la fonction 
carboxyle, selon les methodes bien connues dans la synthese 
des peptides. 

Selon une autre technique preferee de 1' invention, on 
a recours a celle decrite par Merrifield. 

Pour f abriquer une chaine peptidique selon le procede 
de Merrifield, on a recours a une resine polymere tres 
poreuse, sur laquelle on fixe le premier acide amine C- 
terminal de la chaine. Cet acide amine est fixe sur une 
resine par 1 ' intermediaire de son groupe carboxylique et sa 
fonction amine est protegee. On fixe ainsi, les uns apres 
les autres, les acides amines qui vont const ituer la chaine 
peptidique sur le groupe amine chaque fois deprotege au 
prealable de la portion de la chaine peptidique deja 
formee, et qui est rattachee a la resine. Lorsque la 
totalite de la chaine peptidique desiree est formee, on 
elimine les grouper protecteurs des differents acides 
amines constituant la chaine peptidique et on detache le 
peptide de la resine a I'aide d'un acide. 

L' invention est en outre relative a des polypeptides 
hybrides presentant au moins un polypeptide selon 
1 ! invention, et une sequence d'un polypeptide susceptible 
d 1 induire une reponse immunitaire chez 1 ' homme ou 1 1 animal . 

Avantageusement , le determinant antigenique est tel 
qu'il est susceptible d 1 induire une reponse humorale et/ou 
cellulaire . 
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Un tel determinant pourra comprendre un polypeptide 
selon 1' invention sous forme glycosylee .utilise en vue 
d'obtenir des compositions immunogenes susceptibles 
d'induire la synthese d'anticorps diriges contre des 
5 epitopes multiples. Lesdits polypeptides ou leurs fragments 
glycosyles font egalement partie de 1 1 invention . 

Ces molecules hybrides peuvent etre constitutes en 
partie d'une molecule porteuse de polypeptides ou de leurs 
fragments selon 1' invention, associee a une partie 

10 eventuellement immunogene , en particulier un epitope de la 
toxine diphterique, la toxine tetanique, un antigene de 
surface du virus de 1' hepatite B (brevet FR 79 21811), 
1' antigene VP1 du virus de la poliomyelite ou toute autre 
toxine ou antigene viral ou bacterien. 

15 Les procedes de synthese des molecules hybrides 

englobent les methodes utilisees en genie genetique pour 
construire des sequences nucleotidiques hybrides codant 
. pour les sequences polypeptidiques recherchees. On pourra, 
par exemple, se referer avantageusement a la technique 

20 d'obtention de genes codant pour des proteines de fusion 
decrite par Minton en 1984 . 

Lesdites sequences nucleotidiques hybrides codant pour 
un polypeptide hybride ainsi que les polypeptides hybrides 
selon 1' invention caracterises en ce qu'il s'agit de 

25 polypeptides recombinants obtenus par 1' expression desdites 
sequences nucleotidiques hybrides, font egalement partie de 
1 1 invention . 

L' invention comprend egalement les vecteurs 
caracterises en ce qu'ils contiennent une desdites 

30 sequences nucleotidiques hybrides. Les cellules hotes 
transformees par lesdits vecteurs, les animaux 
transgeniques comprenant une desdites cellules transformees 
ainsi que les procedes de preparation de polypeptides 
recombinants utilisant lesdits vecteurs, lesdites cellules 

35 transformees et/ou lesdits animaux transgeniques font bien 
entendu egalement partie de 1' invention. 
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Les polypeptides selon 1 1 invention, les anticorps 
selon l 1 invention ci-apres decrits et les sequences 
nucleotidiques selon 1 1 invention peuvent avantageusement 
etre mis en oeuvre dans des procedes in vitro et/ou in vivo 

5 pour la detection et/ou 1 ' identification de circovirus MAP, 
ou de circovirus porcin autre que le circovirus MAP, dans 
un echantillon biologique (tissu ou fluide biologique) 
susceptible de les contenir. Ces procedes, suivant la 
specif icite des polypeptides, des anticorps et des 

10 sequences nucleotidiques selon l 1 invention qui seront 
utilises, pourront en particulier detecter et/ou identifier 
le circovirus MAP ou le circovirus porcin autre que le 

ciffcovirus MAP . 

Les polypeptides selon 1 ' invention peuvent 

15 avantageusement etre mis en oeuvre dans un procede pour la 
detection et/ou 1 1 identification de Circovirus MAP ou de 
circovirus porcin autre que le circovirus MAP, dans un 
echantillon biologique (tissu ou fluide biologique) 
susceptible de les contenir, . caracterise en ce qu'il 

20 comprend les etapes suivantes : 

a) mise en contact de cet echantillon biologique avec un 
polypeptide ou un de ses fragments selon 1 ' invention 
(dans des conditions permettant une reaction 
immunologique entre ledit polypeptide et les anticorps 

25 eventuellement presents dans 1 ' echantillon biologique) ; 

b) mise en evidence des complexes antigene-anticorps 
eventuellement formes . 

De preference, 1 ' echantillon biologique est constitue 
par un fluide, par exemple un serum de pore, du sang total 

30 ou des biopsies. 

Toute procedure classique peut etre mise en oeuvre 
pour realiser une telle detection des complexes antigene- 
anticorps eventuellement formes. 

A titre d 1 exemple, une methode preferee met en jeu des 
35 processus immunoenzymatiques selon la technique ELISA, par 
immunofluorescence, ou radio- immunologique s (RIA) ou 
equivalent . 
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Ainsi, 1' invention concerne egalement les polypeptides 
selon l 1 invention, marques a 1 1 aide d'un marqueur adequat 
tel que du type enzymatique, fluorescent, radioactif. 

De telles methodes comprennent par exemple les etapes 
suivantes : 

depot de quantites determinees d'une composition 
polypeptidique selon 1' invention dans les puits d'une 
plaque de microtitration, 

introduction dans lesdits puits de dilutions croissantes 
de serum, ou d ' echantillon biologique autre tel que 
defini precedemment , devant etre analyse, 
incubation de la microplaque, 

introduction dans les puits de la plaque de 
microtitration d' anticorps marques diriges contre des 
immunoglobulines de pore, le marquage de ces anticorps 
ayant ete realise a 1 1 aide d'une enzyme selectionnee 
parmi celles qui sont capables d'hydrolyser un substrat 
en modifiant 1' absorption des radiations de ce dernier, 
au moins a une longueur d ! onde determinee, par exemple a 
550 nm , 

detection, en comparaison avec un temoin de controle, de 

la quantite de substrat hydrolyse . . 

L 1 invention concerne egalement un kit ou .necessaire 
pour la detection et/ou % 1 1 identification de circovirus MAP 
ou de circovirus porcin autre que le circovirus MAP, 
caracterise en ce qu'il comprend les elements suivants : 

un polypeptide selon 1' invention, 

le cas echeant, les reactifs pour la constitution du 
milieu propice a la reaction immunologique ou 
specif ique, 

les reactifs permettant la detection des complexes 
antigene-anticorps produits par la reaction 
immunologique entre le ou les polypeptides de 
1 * invention et les anticorps eventuellement presents 
dans 1 1 echantillon biologique, ces reactifs pouvant 
egalement porter un marqueur, ou etre susceptibles 
d'etre reconnus a leur tour par un react if marque, plus 
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particulierement dans le cas ou le polypeptide selon 
1 1 invention n'est pas marque, 

le cas echeant, un echantillon biologique de reference 
(temoin negatif) depourvu d'anticorps reconnus par un 
5 polypeptide selon 1' invention, 

le cas echeant, un echantillon biologique de reference 
(temoin positif) contenant une quantite predeterminee 

d'anticorps reconnus par un polypeptide selon 

1 1 invention . 

10 Les polypeptides selon 1 1 invention permettent de 

preparer des anticorps monoclonaux ou polyclonaux 
caracterises en ce qu'ils reconnaissent specif iquement les 
polypeptides selon l 1 invention. Les anticorps monoclonaux 
pourront avantageusement etre prepares a partir 

15 d'hybridomes selon la technique decrite par Kohler et 
Milstein en 1975. Les anticorps polyclonaux pourront etre 
prepares, par exemple, par immunisation d'un animal, en 
particulier une souris, avec un polypeptide ou un ADN selon 
1 1 invention associe a un adjuvant de la reponse 

20 immunitaire, puis purification des anticorps specif iques 
contenus dans le serum des animaux immunises sur une 
colonne d'af finite sur laquelle a prealablement ete fixe le 
polypeptide ayant servi d f antigene. Les anticorps 
polyclonaux selon .1' invention peuvent aussi etre prepares 

25 par purification, sur une colonne d'affinite, sur laquelle 
a prealablement ete immobilise un polypeptide selon 
l 1 invention, des anticorps contenus dans le serum de pores 
infectes par le circovirus MAP. 

L' invention a egalement pour objet des anticorps mono 

30 ou polyclonaux ou leurs fragments, ou anticorps 
chimeriques, caracterises en ce qu'ils sont capables de 
reconnaitre specif iquement un polypeptide selon 
1 1 invention . 

Les anticorps de 1 1 invention pourront egalement etre 
35 marques de la meme maniere que decrit precedemment pour les 
sondes nucleiques de 1' invention tels qu'un marquage de 
type enzymatique, fluorescent ou radioactif . 
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L 1 invention vise en outre un procede pour la detection 
et/ou 1 1 identification de circovirus MAP ou de circovirus 
porcin autre que le circovirus MAP, dans un echantillon 
biologique, caracterise en ce qu f il comprend les etapes 
suivantes : 

a) mise en contact de 1 ' echantillon biologique (tissu ou 
fluide biologique) avec un anticorps mono ou polyclonal 
selon 1 1 invention (dans des conditions permettant une 
reaction immunologique entre lesdits anticorps et les 
polypeptides du circovirus MAP ou de circovirus porcin 
autre que le circovirus MAP, eventuellement presents 
dans 1 1 echantillon biologique) ; 

b) mise en evidence du complexe antigene- anticorps 
eventuellement forme . 

Entre egalement dans le cadre de 1' invention, un kit 
ou necessaire pour la detection et/ou 1 1 identification du 
circovirus MAP ou de circovirus porcin autre que le 
circovirus MAP, caracterise en ce qu'il comprend les 
elements suivants : 

un anticorps polyclonal ou monoclonal selon 1 ' invention, 

le cas echeant marque ; 

le cas echeant, un reactif pour la constitution du 
milieu propice a la realisation de la reaction 
immunologique ; 

un reactif permettant la detection des complexes 
ant igene - ant icorps produits par la reaction 
immunologique, ce- reactif pouvant egalement porter un 
marqueur, ou etre susceptible d'etre reconnu a son tour 
par un reactif marque, plus particulierement dans le cas 
ou ledit anticorps monoclonal ou polyclonal n'est pas 
marque ; 

le cas echeant, des reactif s pour effectuer la lyse des 
cellules de 1 1 echantillon teste. 

La presente invention a egalement pour objet un 
procede pour la detection et/ou 1 1 identification du 



32 



circovirus MAP ou de circovirus porcin autre que le 
circovirus MAP, dans un echantillon biologique , caracterise 
en ce qu'il met en oeuvre une sequence nucleotidique selon 
1 1 invention . 

5 Plus part iculierement , 1 1 invention concerne un procede 

pour la detection et/ou 1 1 identification du circovirus MAP 
ou de circovirus porcin autre que le circovirus MAP, dans 
un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il comporte 
les etapes suivantes : 
10 a) le cas echeant, isolement de l'ADN a partir de 

1 1 echantillon biologique a analyser ; 
b) amplification specif ique de l'ADN de 1 1 echantillon a 
1 1 aide d'au moins une amorce, ou un couple d' amorces, 
selon 1' invention ; 
15 c) mise en evidence des produits d 1 amplification . 

Ceux-ci peuvent etre detectes par exemple par la 
technique d 1 hybridation moleculaire en utilisant une sonde 
nucleique selon 1" invention. Cette sonde sera avantageuse- 
ment marquee par un element non radioactif (sonde froide) 
20 ou radioactif. 

Aux fins de la presente invention, on entendra par 
"ADN de 1 1 echantillon biologique" ou "ADN contenu dans 
1 1 echantillon biologique", soit l'ADN present dans 
1 1 echantillon biologique considere, soit eventuellement 
25 I'ADNc obtenu apres 1' action d'une enzyme de type 
transcriptase inverse sur l'ARN present dans ledit 
echantillon biologique. 

Un autre but de_ la presente invention consiste en un 
procede selon 1 ! invention, caracterise en ce qu ! il 
30 comprend les etapes suivantes : 

a) mise en contact d'une sonde nucleotidique selon 
1 ' invention avec un echantillon biologique, l'ADN 
contenu dans 1 1 echantillon biologique ayant, le cas 
echeant, prealablement ete rendu accessible a 
35 1 ■ hybridation, dans des conditions permettant 

1 ' hybridation de la sonde a l'ADN de 1 1 echantillon ; 
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b) mise en evidence de 1 ' hy bride forme entre la sonde 
nucleotidique et l'ADN de 1 1 echantillon biologique . 

La presente invention concerne aussi un procede selon 
l 1 invention, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) mise en contact d'une sonde nucleotidique immobilisee 
sur un support selon l 1 invention avec un echantillon 
biologique, 1 1 ADN de 1 ' echantillon ayant, le cas 
echeant, ete prealablement rendu accessible a 
1 1 hybridation, dans des conditions permettant 
1 1 hybridation de la sonde a l'ADN de. 1 1 echantillon ; 

b) mise en contact de 1' hybride forme entre la sonde 
nucleotidique immobilisee sur un support et l'ADN 
contenu dans 1 1 echantillon biologique, le cas echeant 
apres elimination de l'ADN de 1 1 echantillon biologique 
n'ayant pas hybride avec la sonde, avec une sonde 
nucleotidique marquee selon 1' invention ; 

. c) mise en evidence du nouvel hybride forme a 1 ' etape b) . 

Selon un mode de realisation avantageux du procede 
pour la detection et/ou 1 1 identification defini 
precedemment , celui-ci est caracterise en ce que, 
prealablement a l 1 etape a), 1 1 ADN de 1 ' echantillon 
biologique est prealablement amplifie a 1 1 aide d'au moins 
une amorce selon 1 ' invention. 

L 1 invention vise en outre un kit ou necessaire pour la 
detection et/ou 1 1 identification du circovirus MAP ou de 
circovirus porcin autre que le circovirus MAP, . caracterise 
en ce qu'il comprend JLes elements suivants : 

a) une sonde nucleotidique selon 1 1 invention ; 

b) le cas echeant, les reactifs necessaires a la mise en 
oeuvre d'une reaction d 'hybridation ; 

c) le cas echeant, au moins une amorce selon l 1 invention 
ainsi que les reactifs necessaires a une reaction 
d 1 amplification de l'ADN. 

L ' invention concerne egalement un kit ou necessaire 
pour la detection et/ou 1 1 identification du circovirus MAP 
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ou de circovirus porcin autre que le circovirus MAP, 
caracterise en ce qu'il comprend les elements suivants : 

a) une sonde nucleotidique, dite sonde de capture, selon 
1 1 invention ; 

b) une sonde oligonucleot idique , dite sonde de revelation, 
selon 1' invention ; 

c) le cas echeant , au moins une amorce selon 1 1 invention 
ainsi que les reactifs necessaires a une reaction 
d 1 amplification de l'ADN. 

L 1 invention est relative, aussi a un kit ou necessaire 
pour la detection et/ou 1 1 identification du circovirus MAP 
ou de circovirus porcin autre que le circovirus MAP, 
caracterise en ce qu'il comprend les elements suivants : 

a) au moins une amorce selon 1 1 invention ; 

b) le cas echeant, les reactifs necessaires pour effectuer 
une reaction d 1 amplification d'ADN ; 

c) le cas echeant, un composant permettant de verifier la 
sequence du fragment amplifie, plus part iculierement une 
sonde oligonucleotidique selon l 1 invention. 

L' invention concerne en outre 1 1 utilisation d'une 
sequence nucleotidique selon 1* invention, d 1 un polypeptide 
selon 1' invention, d ' un anticorps selon 1' invention, d'une 
cellule selon 1' invention, et/ou d'un animal transforme 
selon 1' invention, pour la selection de compose organique 
ou inorganique capable de moduler, d f induire ou d f inhiber 
1' expression de genes, et/ou de modifier la replication 
cellulaire de circovirus MAP ou capable d'induire ou 
d f inhiber les pathologies liees a une infection par le 
circovirus MAP. 

L' invention comprend egalement une methode de 
selection de composes capables de se lier a un polypeptide 
ou un de ses fragments selon 1' invention, capables de se 
lier a une sequence nucleotidique selon 1 ! invention, ou 
capables de reconnaitre un anticorps selon l 1 invention, 
et/ou capables de moduler, d'induire ou d'inhiber 
l 1 expression de genes, et/ou de modifier la replication 
cellulaire de circovirus MAP ou capables d ! induire ou 
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d'inhiber les pathologies liees a une infection par le 
circovirus MAP, caracterisee en ce qu'elle comprend les 
etapes suivantes : 

a) mise en contact dudit compose avec ledit polypeptide, 
ladite sequence nucleotidique , avec une cellule 
transformee selon 1' invention et/ou administration dudit 
compose a un animal transforme selon 1' invention ; 

b) determination de la capacite dudit compose a se lier 
avec ledit polypeptide ou ladite sequence nucleotidique, 
ou de moduler, d'induire ou d'inhiber 1" expression de 
genes, ou de moduler la croissance ou la replication ou 
du circovirus MAP, ou d'induire ou d'inhiber chez ledit 
animal transforme les pathologies liees a une infection 
par circovirus MAP (denommee activite dudit compose) . 

Les composes susceptibles d'etre selectionnes peuvent 
etre des composes organiques tels que des polypeptides ou 
r hydrates de • carbone ou tous autres composes organiques ou 
inorganiques deja connus, ou des composes organiques 
nouveaux elabores a partir de techniques de modelisation 
moleculaire et obtenus par synthese chimique ou 
biochimique, ces techniques etant connues de 1 1 homme de 
1 1 art . 

Lesdits composes selectionnes pourront etre utilises 
pour moduler la replication cellulaire du circovirus MAP et 
ainsi pour controler 1 ' infection par ce virus . Les methodes 
permettant de determiner lesdites modulations etant bien 
connues de 1 1 homme de. 1 1 art . 

Cette modulation peut etre realisee par exemple par un 
agent capable de se lier a une proteine et ainsi d'inhiber 
ou de potentialiser son activite biologique, ou capable de 
se lier a une proteine d'enveloppe de la surface externe 
dudit virus et de bloquer la penetration dudit virus dans 
la cellule hote ou de favoriser 1 'action du systeme 
immunitaire de- I'organisme infecte dirige a 1 1 encontre 
dudit virus. Cette modulation peut etre egalement realisee 
par un agent capable de se lier a une sequence 
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nucleotidique d'un ADN dudit virus et de bloquer par 
exemple 1' expression d'un polypeptide dont l'activite 
biologique ou structurelle est necessaire a la replication 
ou a la proliferation dudit virus cellules hotes a cellules 
hotes dans 1 1 animal hote . 

L r invention concerne les composes susceptibles d'etre 
selectionnes par une methode de selection selon 
1 1 invention . 

L f invention concerne egalement une composition 
pharmaceutique comprenant un compose choisi parmi les 
composes suivants : 

a) une sequence nucleotidique selon l 1 invention ; 

b) un polypeptide selon l 1 invention ; 

c) un vecteur ou une cellule transformee selon 
1 ■ invention ; 

d) un anticorps selon 1' invention ; et 

e) un compose susceptible d'etre selectionne par une 
methode de selection selon l f invention, eventuellement 
en association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable . 

On entend designer par quantite efficace, une quantite 
suffisante dudit compose ou anticorps, ou de polypeptide de 
1" invention, permettant de moduler la replication 
cellulaire de circovirus MAP. 

L 1 invention concerne aussi une composition pharma- 
ceutique selon l 1 invention pour la prevention ou le 
traitement d'une infection par le circovirus MAP. 

L ! invention vise en outre une composition immunogene 
et/ou vaccinale, caracterisee en ce qu'elle comprend un ou 
plusieurs polypeptides selon l 1 invention et/ou un ou 
plusieurs polypeptides hybrides selon 1' invention. 

L 1 invention comprend aussi 1 1 utilisation d'une cellule 
transformee selon l 1 invention, pour la preparation d'une 
composition vaccinale. 

L' invention vise egalement une composition vaccinale, 
caracterisee en ce qu'elle contient une sequence nucleo- 
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tidique selon 1 ' invention, un vecteur selon l 1 invention 
et/ou une cellule transformee selon 1' invention. 

L' invention concerne egalement les compositions 
vaccinales selon 1 ' invention, pour la prevention ou le 
5 traitement d'une infection par le circovirus MAP. 

Les polypeptides de 1 1 invention entrant dans les 
compositions immunogenes selon 1 ' invention peuvent etre 
selectionnes par des techniques connues de 1 ' homme de 1 1 art 
comme par exemple sur la capacite desdits polypeptides a 
10 stimuler les cellules T, qui se traduit par exemple par 
leur proliferation ou la secretion d ' interleukines , et qui 
aboutit a la production d' anticorps diriges contre lesdits 
polypeptides . 

Chez la souris, chez laquelle une dose ponderale de la 
15 composition vaccinale comparable a la dose utilisee chez 
1 • homme est administree, la reaction anticorps est testee 
par prelevement du serum suivi d'une etude de la formation 
d'un complexe entre les anticorps presents dans le serum et 
1 'antigene de la composition vaccinale, selon les 
20 techniques usuelles. 

Selon 1' invention, lesdites compositions vaccinales 
seront de preference en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable et, le cas echeant, avec un 
ou plusieurs adjuvants de 1 1 immunite appropries. 
25 Aujourd'hui, divers types de vaccins sont disponibles 

pour proteger 1 1 animal ou 1 ■ homme contre des maladies 
infectieuses : micro-organismes vivants attenues {M. bovis 

BCG pour la tuberculose) , micro-organismes inactives 
(virus de la grippe) , des extraits acellulaires 
30 (Bordetella. pertussis pour la coqueluche) , proteines 

recombinees (antigene de surface du virus de 1' hepatite 
B) , des polyosides (pneumocoques) . Des vaccins prepares a 
partir de peptides de synthese ou de micro-organismes 
genetiquement modifies exprimant des antigenes 

35 heterologues sont en cours d ' experimentation . Plus 
recemment encore, des ADNs plasmidiques recombines portant 
des genes codant pour des antigenes protecteurs ont ete 
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proposes comme strategie vaccinale alternative. Ce type de 
vaccination est realise avec un pl.asmide particulier 
derivant d'un plasmide de E. coli qui ne se replique pas 

in vivo et qui code uniquement pour la proteine 

5 vaccinante. Des animaux ont ete immunises en injectant 
simplement l f ADN plasmidique nu dans le muscle. Cette 
technique conduit a 1 ' expression de la proteine vaccinale 
in situ et a une reponse immunitaire de type cellulaire 

(CTL) et de type humoral (anticorps) . Cette double 
10 induction de la reponse immunitaire est 1 1 un des 
principaux avantages de la technique de vaccination avec 
de I'ADN nu. 

Les compositions vaccinales comprenant des sequences 
nucleotidiques ou des vecteurs dans lesquels sont inserees 

15 lesdites sequences, sont notamment decrites dans la 
demande Internationale N° WO 90/11092 et egalement dans la 
demande internationale N° WO 95/11307. 

La sequence nucleotidique constitutive de la 
composition vaccinale selon 1' invention peut etre injectee 

20 a l'hote apres avoir ete couplee a des composes qui 
favorisent la penetration de ce polynucleotide a 
1 1 interieur de la cellule ou son transport jusqu'au noyau 
cellulaire. Les conjugues resultants peuvent etre 
encapsules dans des microparticules polymeres, comme 

25 decrit dans la demande Internationale N° WO 94/2723 8 
(Medisorb Technologies International) . 

Selon un autre mode de realisation de la composition 
vaccinale selon l 1 invention, la sequence nucleotidique, de 
preference un ADN, est complexee avec du DEAE-dextran 

30 (Pagano et al . , 1967) ou avec des proteines nucleaires 
(Kaneda et al . , 1989), avec des lipides (Feigner et al . , 
1987) ou encapsulee dans des liposomes (Fraley et al . , 
1980) ou encore introduite sous la forme d'un gel 
facilitant sa transfection dans les cellules (Midoux et 

35 al., 1993, Pastore et al.,1994). Le polynucleotide ou le 
vecteur selon l 1 invention peut aussi etre en suspension 
dans une solution tampon ou etre associe a des liposomes. 
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Avantageusement , un tel vaccin sera prepare 
conf ormement a la technique decrite par Tacson et al . ou 
Huygen et al . en 1996 ou encore conf ormement a la 
technique decrite par Davis et al . dans la demande inter- 
nationale N° WO 95/11307. 

Un tel vaccin peut etre egalement prepare sous la 
forme d'une composition contenant un vecteur selon 
1' invention, placee sous le controle d 1 elements de 
regulation permettant son expression chez l'homme ou 
1 1 animal . On pourra par exemple utiliser, en tant que 
vecteur d 1 expression in vivo de l'antigene polypeptidique 

d'interet, le plasmide pcDNA3 ou le plasmide pcDNAl/neo, 
tous les deux commercialises par Invitrogen (R&D 
Systems, Abingdon, Royaume-Uni) . On peut aussi utiliser le 
plasmide VlJns.tPA, decrit par Shiver et al . en 1995. Un 
tel vaccin comprendra avantageusement , outre le vecteur 
recombinant, une solution saline, par exemple une solution 
de chlorure de sodium. 

On entend designer par vehicule pharmaceutiquement 
acceptable, un compose ou une combinaison de composes 
entrant dans une composition pharmaceutique ou vaccinale ne 
provoquaiit pas de reactions secondaires et qui permet par 
exemple la facilitation de 1 1 administration du compose 
actif, 1 ' augmentation de sa duree de vie et/ou de son 
efficacite dans l'organisme, 1 1 augmentation de sa 
solubilite en solution ou encore 1 ' amelioration de sa 
conservation. Ces vehicules pharmaceutiquement acceptables 
sont bien connus et seront adaptes par l'homme de 1 1 art en 
fonction de la nature et du mode d ' administration du 
compose actif choisi. 

En ce qui concerne les formulations vaccinales, 
celles-ci peuvent comprendre des adjuvants de 1 ' immunite 
appropries qui sont connus de l'homme de 1 1 art , comme par 
exemple 1 ■ hydroxyde d 1 aluminium, un representant de la 
f amille des muramyl peptides comme un des derives 
peptidiques du N-acetyl -muramyl , un lysat bacterien, ou 
encore l 1 adjuvant incomplet de Freund. 
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Ces composes peuvent etre administres par voie 
systemique, en particulier par voie intraveineuse, par voie 
intramusculaire, intradermique ou sous-cutanee, ou par voie 
orale. De maniere plus preferee, la composition vaccinale 
comprenant des polypeptides selon 1 1 invention, sera 
administree au travers de 1 1 alimentation ou par 
nebulisation a plusieurs reprises, de maniere etalee dans 
le temps . 

Leurs modes d 1 administration, posologies et formes 
galeniques optimaux peuvent etre determines selon les 
criteres generalement pris en compte dans 1 1 etablissement 
d 1 un traitement adapte a un animal comme par exemple 1 1 age 
ou le poids, la gravite de son etat general, la tolerance 
au traitement et les effets secondaires constates. 

La presente invention a egalement pour objet 
1 1 utilisation des sequences nucleotidiques du circovirus 
MAP selon l 1 invention, pour la construction de vecteurs 
retroviraux autoreplicatif s et les applications therapeu- 
tiques de celles-ci, notamment dans le domaine de la 
therapie genique humaine in vivo. 

La faisabilite de la therapie genique appliquee a 
1 1 homme n'est plus a demontrer et ceci concerne de 
nombreuses applications therapeutiques comme les maladies 
genetiques, les maladies infect ieuses et les cancers. De 
nombreux documents de 1 1 art anterieur decrivent les moyens 
de mettre en oeuvre une therapie genique, notamment par 
1 1 intermediaire de vecteurs viraux. D'une maniere generale, 
les vecteurs sont obtenus par deletion d f au moins une 
partie des genes viraux qui sont remplaces par les genes 
d'interet therapeutique . De tels vecteurs peuvent etre 
propages dans une lignee de complementation qui fournit en 
trans les fonctions virales deletees pour generer une 
particule de vecteur viral defective pour la replication 
mais capable d f infecter une cellule hote . A ce jour, les 
vecteurs retroviraux sont parmi les plus utilises et leur 
mode d 1 infection sont largement decrits dans la litterature 
accessible a 1 1 homme de 1 1 art . 
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Lie principe de la therapie genique est de delivrer un 
gene fonctionnel, dit gene d'interet, dont 1 1 ARN ou la 
proteine correspondante produira 1 ' ef f et biochimique desire 
dans les cellules ou tissus .cibles . D'une part, l 1 insertion 
de genes permet 1' expression prolongee de molecules 
complexes et instables comme des ARNs ou des proteines qui 
peuvent etre extremement difficiles voire impossibles a 
obtenir ou a administrer directement . D' autre part, 
1 1 insertion controlee du gene desire a 1 1 interieur de 
cellules specifiques ciblees permet de reguler le produit 
d 1 expression dans des tissus definis. Pour cela, il est 
necessaire de pouvoir inserer le gene therapeutique desire 
a 1 1 interieur de cellules choisies et done de disposer de 
methode d' insertion capable de cibler specif iquement les 
cellules ou les tissus choisis. 

Parmi les methodes d 1 insertion de genes, comme par 
exemple la micro-injection, notamment l 1 injection d'ADN 
plasmidique nu (Derse, D. et al . , 1995, et Zhao, T.M. et 
al . , 1996), 1 Velectroporation, la recombinaison homologue, 
1 1 utilisation de particules virales, comme les retrovirus, 
est largement repandue . Cependant, appliques in vivo, les 
systemes' de transfert de gene de type retroviral 
recombinant presentent a la f ois un f aible pouvoir 
infectieux (concentration insuffisante de particules 
virales) et un manque de specificite vis-a-vis des cellules 
cibles choisies. 

La realisation de vecteurs viraux cellules 
specifiques, presentant un tropisme tissu-specif ique , et 
dont la transduction du gene d ! interet peut etre effectuee 
de maniere adequate par les cellules cibles, est realisable 
par exemple en fusionnant un ligand specif ique des. cellules 
hotes cibles a la partie N-terminale d'une proteine de 
surface de I'enveloppe du circovirus MAP. On peut citer par 
exemple la construction de particules retrovirales 
presentant la molecule CD4 a la surface de l f enveloppe de 
' maniere a cibler les cellules humaines inf ectees par le 
virus HIV (YOUNG, J. A. TV et al . , Sciences 1990, 250, 1421- 



42 



1423) , de particules virales presentant une hormone 
peptidique fusionnee avec une proteine de 1 1 enveloppe pour 
infecter specif iquement les cellules exprimant le recepteur 
correspondant (KASAHARA, N. et al . , Sciences 1994, 266, 
5 1373-1376) ou bien encore de particules virales presentant 
un polypeptide fusionne capable de se . fixer sur le 
recepteur du facteur de croissance de 1 1 epiderme 
(EGF) (COSSET, F.L. et al . , J. of Virology 1995, 69, 10, 
6314-6322) . Dans une autre approche, des fragments simple 

10 chaine d'anticorps diriges contre des antigenes de surface 
des cellules cibles, sont inseres par fusion a la partie N- 
terminale de la proteine d' enveloppe (VALSESIA-WITTMAN, S. 
et al., J. of Virology 1996, 70, 3, 2059-2064 ; TEARINA 
CHU, T. H. et al . , J. of Virology 1997, 71, 1, 720-725). 

15 Aux fins de la presente invention, un gene d'interet 

en usage dans 1 1 invention peut etre obtenu d'un organisme 
eucaryote, procaryote ou d'un virus par toute technique 
convent ionnel le . II est, de preference, capable de produire 
un produit d' expression ayant un effet therapeutique et il 

20. peut s 1 agir d'un produit homologue a la cellule hote ou, de 
maniere alternative, heterologue. Dans le cadre de la 
presente invention, un gene d'interet peut coder pour un 
produit (i) intracellulaire (ii) membranaire present a la 
surface de la cellule hote ou (iii) secrete hors de la 

25 cellule hote. II peut done comprendre des elements 
additionnels appropries comme, par exemple, une sequence 
codant pour un signal de secretion. Ces signaux sont connus 
de 1 1 homme de 1 1 art . _ 

Conformement aux buts poursuivis par la presente 

30 invention, un gene d'interet peut coder pour une proteine 
correspondant a tout ou partie d'une proteine native telle 
que trouvee dans la nature. II peut egalement s 1 agir d'une 
proteine chimerique, par exemple provenant de la fusion de 
polypeptides .d 1 origines diverses ou d'un mutant presentant 

35 des proprietes biologiques ameliorees et/ou modifiees. Un 
tel mutant peut etre obtenu par des techniques de biologie 
classiques par substitution, deletion et/ou addition d'un 
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ou plusieurs residus acides amines. 

On prefere tout particulierement mettre en oeuvre un 
gene d'interet therapeut ique codant pour un produit 
d f expression capable d 1 inhiber ou retarder 1 1 etablissement 
5 et/ou le developpement d'une maladie genetique ou acquise. 
Un vecteur selon 1 1 invention est particulierement destine a 
la prevention ou au traitement de la mucoviscidose , de 
I'hemophilie A ou B, de la myopathie de Duchenne ou de 
Becker, du cancer, du SIDA et d'autres bacteries ou 

10 maladies infectieuses dues a un organisme pathogene : 
virus, bacterie, parasite ou prion. Les genes d'interet 
utilisables dans la presente invention, sont ceux qui 
codent par exemple pour les proteines suivantes : 

une cytokine et notamment une interleukine , un 

15 interferon, un facteur de necrose tissulaire et un facteur 
de croissance et notamment hematopoietique (G-CSF, GM-CSF) , 

- un facteur ou cofacteur implique dans la coagulation 
et notamment le facteur VIII, le facteur von Willebrand, 
1 1 antithrombine III, la proteine C, la thrombine et 

20 I'hirudine, 

- une enzyme ou un inhibiteur d' enzyme tel que les 
inhibiteurs de proteases virales, 

- un produit d 1 expression d'un gene suicide comme la 
thimidine kinase du virus HSV (virus de 1' herpes) de type 

25 1, 

- un activateur ou un inhibiteur de canaux ioniques, 

- une proteine dont I 1 absence, la modification ou la 
deregulation de l 1 expression est responsable d'une maladie 
genetique, telle que la proteine CFTR, la dystrophine ou 

30 . minidystrophine , l'insuline, 1 1 ADA (adenosine diaminose) , 
la glucocerebrosidase et la phenylhydroxylase , - t 

- une proteine capable d 1 inhiber l 1 initiation ou la 
progression de cancers, tels que les produits d 1 expression 
des genes, suppresseurs de tumeurs, par exemple les genes 

35 - P53 et Rb, 
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une proteine capable de stimuler une reponse 
immunitaire ou un anticorps, et 

- une proteine capable d'inhiber une infection virale 
ou son developpement , par exemple les epitopes antigeniques 
du virus en cause ou des variants alteres de proteines 
virales susceptibles d'entrer en competition avec les 
proteines virales natives. 

L 1 invention concerne ainsi les vecteurs caracterises 
en ce qu f ils comprennent une sequence nucleotidique de 
circovirus MAP selon 1 1 invention, et en ce qu f ils 
comprennent en outre un gene d'interet. 

La presente invention concerne egalement des 
particules virales generees a partir dudit vecteur selon 
1 ! invention. Elle concerne de plus des methodes pour la 
preparation de particules virales selon 1' invention, 
caracterisees en ce qu'elles mettent en oeuvre un vecteur 
selon l 1 invention, incluant les pseudoparticules virales 
(VLP, Virus-Like Particles) . 

L ! invention a egalement pour objet des cellules 
animales transfectees par un vecteur selon 1 ! invention. 

Sont egalement comprises dans 1 1 invention les cellules 
animales, notamment de mammiferes, infectees par une 
particule virale selon 1' invention. 

La presente invention concerne egalement un vecteur, 
une particule virale ou une cellule selon 1' invention, pour 
le traitement et/ou la prevention d'une maladie genetique 
ou d'une maladie acquise comme le cancer ou une maladie 
infectieuse. L ! invention s 1 adresse egalement a une 
composition pharmaceutique comprenant a titre d 1 agent 
therapeutique ou prophylactique un vecteur ou une cellule 
selon 1' invention, en association avec un vehicule 
acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 

D'autres caracterist iques et avantages de 1 1 invention 
apparaissent dans les exemples et les figures suivants : 



• 
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Leaendes des figures : 



Figure 1 : Schema experimental ayant permis d'aboutir au 
circovirus associe au MAP. 

Essai 1 : reproduction experimentale du MAP par 
inoculation de broyats d'organes de pores d'elevages 
atteints de MAP. 
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Essai 2 
Essai 3 
Essai 4 



reproduction experimentale du MAP. 
reproduction experimentale du. MAP. 
pas de reproduction experimentale du MAP 



Figure 2 : Sequence nucleotidique SEQ ID N° 1* du genome du 
circovirus associe au MAP, brin de polarite ( + ) . 



15 Figure 3 : Organisation du genome du circovirus associe au 
MAP, brin de polarite + et dans les trois cadres de 
lecture . 



Figure 4 : Sequence d'acides amines de polypeptide code par 
20 la sequence nucleotidique ORF1 du circovirus associe au MAP 
(souche DFP) correspondant a la proteine REP. 



Figure 5 .: Sequence d'acides. amines de polypeptide code par 
la sequence nucleotidique ORF2 du circovirus associe au MAP 
25 (souche DFP) . 

Figure 6 : Sequence d'acides amines de polypeptide code par 
la sequence nucleotidique ORF3 du circovirus associe au MAP 
(souche DFP) . 

30 

Figure 7 : Alignement de la sequence nucleotidique du 
circovirus MAP et des circovirus souche MEEHAN et souche 
MANKERTZ des lignees cellulaires porcines . 

35 Figure 8 : Alignement de la sequence d'acides amines de 
polypeptide code par la sequence nucleotidique ORF1 du 



46 



circovirus MAP et des circovirus souche MEEHAN et souche 
MANKERTZ des lignees cellulaires porcines. 

Figure 9 : Alignement de la sequence d'acides amines de 
polypeptide code par la sequence nucleotidique ORF2 du 
circovirus MAP et des circovirus souche MEEHAN et souche 
MANKERTZ des lignees cellulaires porcines. 

Figure 10 : Alignement de la sequence decides amines de 
polypeptide code par la sequence nucleotidique ORF3 du 
circovirus MAP et des circovirus souche MEEHAN et souche 
MANKERTZ des lignees cellulaires porcines. 

Figure 11 : Analyse par Western-Blot des proteines 
recombinantes du circovirus MAP. 

Lies analyses ont ete realisees sur des extraits 
cellulaires de cellules Sf9 obtenus apres infection par le 
baculovirus recombinant PCV ORF 1 . 

EXEMPLES 

1 - Procedures experimentales 

Reproduction experiment ale de l 1 infection et de son 
syndrome (cf . figure 1) . 

Un premier essai a ete effectue avec des pores issus 
d'un elevage de tres bonne tenue, mais atteint de la 
maladie de . 1 ' amaigrissement du porcelet (MAP) ou denommee 
egalement DFP (Deperissement Fatal du Porcelet) . Des 
epreuves contact avec des pores EOPS (Exempts d'organismes 
pathogenes specifies) a montre un transfert de 
contaminant (s) se traduisant par une pathologie complexe 
associant hyperthermie , ralentissement de la croissance, 
diarrhee et conjonctivite . Le virus SDRP (syndrome 
dysgenesique et respiratoire porcin, maladie infectieuse 
due a un arterivirus) a ete rapidement isole a partir des 
pores d 1 elevage et des pores contact. L 1 ensemble des signes 
cliniques aurait pu etre attribue a la presence du virus 
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SDRP. Toutefois, deux pores d'elevage : ont- presente des 
signes de DFP sans que le virus SDRP soit isole. Les 
analyses histologiques et formules sanguines ont cependant 
montre que ces pores etaient atteints d'un processus 
infectieux d'origine virale. 

Dans un deuxieme essai, des pores SPF de 8 semaines 
ont ete inocules par voie intratracheale avec les broyats 
d'organes provenant des deux pores d'elevage atteints de 
DFP. Les pores inocules; ont presente de 1 1 hyperthermie 8 a 
9 jours post-infection, puis leur croissance a ete 
ralentie. D'autres pores SPF, places au contact, ont 
presente des signes similaires, attenues, 30 jours apres 
1 ' epreuve initiale. Aucune seroconversion vis-a-vis d'une 
souche europeenne ou canadienne de virus SDRP n f a ete 
enregistree chez ces animaux. 

Un troisieme essai a permis de reproduire le syndrome 
a partir de prelevements ef fectues sur les pores du second 
essai . 

Conclusion 

Le syndrome est reproduit dans les conditions 
experimentales . II est determine par un agent infectieux, 
transmissible par contact direct.- Les constantes cliniques 
sont une hyperthermie . parfois elevee (superieure ou egale 
41,5°C) qui se developpe 8 a 10 jours apres infection. Un 
ralentissement de la croissance peut etre observe. Les 
autres manifestations sont une inversion- de la formule 
sanguine (inversion du rapport lymphocyte/polynucleaire de 
70/30 a 30/70) et des. lesions frequentes sur les ganglions, 
notamment ceux drainant l'appareil respiratoire (hyper- 
trophie ganglionnaire; perte de structure .avec necrose et 
infiltration par des cellules mononucleees ou plurinucleees 
geantes) . 

2 - Etudes en laboratoire 

Divers supports cellulaires incluant des cellules de 
rein - de pore primaires ou en lignee, des cellules de 
testicule de pore, des cellules de rein de singe, des 
lymphocytes de pore, des macrophages alveolaires de pore, 



48 



des monocytes du sang circiilant, ont ete utilises pour 
mettre en evidence la presence eventuelle d'un virus. Aucun 
effet cytopathique n'a ete mis en evidence sur ces 
cellules. En revanche, 1 1 utilisation d'un serum de pore 

5 malade apres infection experimentale a permis de reveler un 
antigene intracellulaire dans les monocytes, les 
macrophages et environ 10 % des cellules de rein de pore 
infectees avec les broyats d 1 organe . Gette revelation 
indirecte a ete faite en cinetique a differents temps de 

10 culture. II en ressort que 1 1 antigene apparait initialement 
dans le noyau des cellules infectees avant de se repandre 
dans le cytoplasme. Les passages successifs en culture 
cellulaire n'ont pas permis d 1 amplifier le signal. 

En microscopie electronique sur des broyats d'organes, 

15 il a ete visualise des particules spheriques marquees 
specif iquement par le serum de pores malades, infectes dans 
les conditions experimentales. La taille de ces particules 
est estimee a 20 nm. 

Apres deux passages de ces broyats d'organes sur 

20 lymphocytes de pore puis trois passages sur cellules de 
rein ou de testicule de pore, un effet cytopathique s'est 
developpe et a ete amplifie. Au microscope electronique a 
ete visualise un adenovirus qui, dans les conditions 
experimentales, n f a pas reproduit le DFP (on note seulement 

25 un pic d' hyperthermic 24 a 48 heures apres infection, puis 
plus rien) . 

Des bandes d'ADN dans certains prelevements de pores 
infectes dans les ^conditions experimentales et ayant 
presents des signes de la maladie ont pu etre mis en 
30 evidence (resultats non representes) . II existe une 
certaine correspondance entre les prelevements donnant un 
resultat positif en culture cellulaire et ceux presentant 
une bande d 1 ADN . 
Conclusion 

35 Deux virus ont ete mis en evidence dans les broyats 

d'organes issus de pores malades de DFP. L'un est un 
adenovirus, mais il ne reproduit pas a lui seul la maladie. 
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L ■ autre est un circovirus et est associe au DFP. Ce 
circovirus a ete sequence et il presente des mutations par 
rapport aux sequences connues sur les circovirus non 
pathogenes pour le pore. 

3 - Clonaae et seauengage de l'ADN du circovirus MAP 

Extraction de l'ADN forme replicative (RF) , clivage 
par 1 1 enzyme Kpn I et amplification par un couple d 1 amorces 
f lanquant le site de restriction Kpn I . Sequen^age des deux 
brins au moins deux fois par la methode de Sanger. 

4 - Comparaison des sequences nucleotidioues et d'acides 

amines du circovirus MAP (ou associe a la MAP) 
obtenues avec les sequences correspondantes de 
. circovirus MEEHAN et MANKERTZ de liqnees cellulaires 
porcines 

Utilisation du logiciel d 1 analyse de sequence d'ADN, 
DNASIS. 

Sequences des oligonucleotides utilises comme amorces ou 

sondes dans les procedes de detection et/ou 

d 1 identification 

1. detection specif ique du circovirus MAP : 

amorce PCV 5:5' GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3" ; 
amorce PCV 10 : 5*' TGG AAT GTT AAC GAG CTG AG 3' ; 

2. detection specif ique du circovirus des lignees 
cellulaires : 

amorce PCV 5 : 5 ' GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3 1 ; 
amorce MEE1 : 5' TGG AAT GTT AAC TAC CTC AA 3 1 ; 

3 . detection dif f erentielle : • 

les couples d'amorces utilises sont ceux par exemple 
decrits dans les paragraphes 1 et 2 ci-dessus ; 

4 . detection des formes replicatives RF (replicative 
forms)- circulaires monomeriques : 

amorce PCV 5:5' GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3 1 ; 
amorce PCV 6 : 5 1 CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 3' ; 

5. detection des vecteurs portant les dimeres en tandem : 
dimere Nar : 
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amorce KS 62 0 : 5' CGC GCG TAA TAC GAC TCA CT 3 1 ; 
amorce PCV 5:5' GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3 ' ; 
dime re Kpn : 

amorce KS 62 0 : 5' CGC GCG TAA TAC GAC TCA- CT 3' ; 

amorce PCV 6 : 5 ! CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 3 ' ; 
6.- detection dif f erentielle : 

les couples d 1 amorces utilises sont ceux par exemple 
decrits dans les paragraphes 4 et 5 ci-dessus. 

Les procedes utilisant les couples d' amorces decrits 
dans les paragraphes 4 et 5 sont particulierement 
interessants pour detecter de fa?on dif f erentielle les 
formes monomeriques circulaires de formes replicatives 
specif iques du virion ou de 1 1 ADN en replication et les 
formes dimeriques retrouvees dans les constructions 
moleculaires dites en tandem. 

Les constructions en tandem du genome viral (dimeres) 
telles que les constructions utilisees pour la preparation 
du vecteur pBS KS+ Tandem PCV Kpn I, depose a la CNCM sous 
le numero 1-1891, le 3 juillet 1197 (E-coli transformee par 
ledit vecteur) sont tres interessantes pour leur 
utilisation dans des methodes de production en quantite 
suffisante d'un inoculum constitue d ' ADN, destine a la 
production de virus et ceci en 1 1 absence de protocole 
satisfaisant de production de virus sur systeme cellulaire. 
Cesdites methodes de production utilisant ces constructions 
en tandem du genome viral permettront d'etudier par 
mutation les facteurs de virulence et par voie de 
consequence pourront etre utilisees pour la fabrication 
d'une collection de virus portant les mutations indiquees 
dans la construction des vecteurs qui presenteront le 
tropisme et la virulence appropries . Ces vecteurs a 
structure autoreplicative presentent des proprietes 
recherchees en transfert de genes, notamment pour leurs 
applications en therapie genique, et en vaccinologie . 
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Analyse par Western-Blot des proteines recombinantes du 
circovirus MAP 

Les resultats ont ete obtenus en utilisant un 
antiserum specifique du circovirus MAP produit lors de 
l'essai 1 (cf . figure 1) . 

Type de produits analyses 

Les analyses ont ete realisees sur des extraits 
cellulaires de cellules Sf9 obtenus apres infection par le 
baculovirus recombinant PCV ORF 1 . 

La culture des cellules Sf9 a ete realisee sur boite 
de Petri de 25 cm 2 selon les methodes de culture standard 
pour ces cellules. Apres centrif ugation, les culots 
cellulaires sont repris par 300 jzl de tampon PBS (tampon 
phosphate salin) . 

Elect rophorese (PAGE- SDS) 

L 1 electrophorese est realisee sur les extraits 
cellulaires de cellules Sf9 obtenus precedemment sur 5 
echantillons (cf. tableau 1 ci-dessous) dans les conditions 
suivantes : 

% gel de polyacrylamide : 8 % ; Conditions : denaturantes 
Voltage : 80 V ; Duree : 13 5 mn. 



Tableau 1 : Nature des echantillons soumis a l 1 electro- 
phorese 



N° puits 


1 


2 


3 


4 


5 


depots 


PM 
Rainbow 


Raoul 
24 h 


Raoul 
48 h 


Raoul 
72 h 


Raoul 
96 h 


Ml 

echant . 


10 


15 


15 


15 


15 


Ml 

Laemli 
4X 


0 


5 


5 


5 


5 
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Legendes du tableau 1 : 
Laemli 4X : tampon de charge 

PM Rainbow : marqueurs de poids moleculaire (3 5, 52 , 77, 

107, 160 et 250 kD) 
5 Raoul 24 h, 48h, 72h et 96h : produits d 1 expression de 

l ! ORFl du circovirus MAP. 
Western-blot 

Apres electrophorese, les bandes obtenues dans les 
differents puits sont transferes sur membrane de 
10 nitrocellulose pendant 1 h a 100 v dans un tampon TGM. 
(Tris-glycine-methanol) . 

Le Western-blot est realise dans les conditions. 

suivantes : 

1) Saturation par une solution contenant 5 % de lait 
15 ecreme ; 0,05 % Tween 20 dans un tampon TBS IX (Tris buffer 

saline) pendant 3 0 min. 

2) ler anticorps : 

10 ml d 1 anticorps anticircovirus MAP sont ajoutes 
dilues au 1/100, puis le milieu reactionnel est incube une 
20 nuit a 4°C. Trois lavages de 10 min. en TBS IX sont 
ef fectues . 

3) 2eme anticorps : 

10 ml d' anticorps P164 de lapin anti- 
immunoglobulines de pore, couples a la peroxydase 
25 (Dakopath) sont ajoutes dilues au 1/100, puis le milieu 
reactionnel est incube 3 heures a 37°C. Trois lavages de 10 
min. en TBS IX sont ef fectues. 

4) Revelation 

Le sustrat 4-Chloro-l-Naphtol , en presence d'eau 

30 oxygenee est utilise pour la revelation. 

Resultats 

Les resultats sont representes a la figure 11. 

Cinetiaup d ■ apparition des anticorps specif iques — de — la 

35 proteine recombinants RE P du circovirus — MAP — exprime — en 
hannlnvi'rus apres infection des pores par le cir covirus MAP 
fessai 4, cf . fig ure 1) 
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Apres infections des pores, un echantillon de serum de 
chacun des pores infectes est preleve a differentes 
periodes exprimees dans le tableau par la date du 
prelevement (effectue ici la meme annee) puis est analysee 
5 par Western-blot. 

La revelation des anticorps specif iques est realisee 
de la maniere decrite precedemment . 

Les resultats obtenus sont representes par le tableau 
2 ci-dessous. 

0 

Tableau 2 : Cinetique d' apparition des anticorps 

specif iques 



Echan . 


Porcs 


10/06 


16/06 


23/06 


01/07 


08/07 


15/07 


21/07 


A3 


1 












Neg. 




Temoin- 


2 












Neg. 




B2 


1 


Neg . 


Neg. 


Neg. 


+ 


+ 


+ + 


+ + + 


Inf ec . 


2 


Neg. 


Neg. 


Neg. 


Neg. 


Neg. 


Neg. 


Neg. 


RP+ 


3 


Neg. 


Neg . 


Neg. 


Neg . 


+ 


+ 


+ 




4 


Neg. 


Neg. 


Neg. 


Neg. 


Neg . 


Neg . 


+ + 



15 Legendes du tableau 2 : 

A3 Temoin : animaux temoins non infectes, 

B2 Infec. RP+ : animaux infectes avec des cellules de rein 
de pores (RP) contenant le circovirus, 
Neg. : negatif, 

20 +, ++, +++ : echelle d'intensite de la reaction positive. 
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RE VEND I CAT IONS 



1. Sequence nucleotidique de sequence SEQ ID N° 1 du 
genome de circovirus MAP. 

5 

2. Sequence nucleotidique de circovirus MAP, 

caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi : 

a) une sequence nucleotidique de fragment specifique de la 

sequence SEQ ID N° 1 ; 
10 b) une sequence nucleotidique homologue a une sequence 

nucleotidique telle que definie en a) ; 

c) une sequence nucleotidique complementaire de la sequence 
SEQ ID N° 1 ou complementaire d'une sequence nucleo- 
tidique telle que definie en a) ou b) , et une sequence 

15 nucleotidique de leur ARN correspondant ; 

d) une sequence nucleotidique capable de s 1 hybrider dans 
des conditions stringentes avec une sequence telle que 
definie en a) , b) , ou c) ; 

e) une sequence nucleotidique comprenant la sequence SEQ ID 
20 N° 1 ou une sequence telle que definie en a) , b) , c) ou 

d) ; et 

f) une sequence nucleotidique modifiee d'une sequence 
nucleotidique telle que definie en a) , b) , c) , d) ou e) . 

25 3. Sequence nucleotidique selon la revendication 2, 

caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi les sequences 
ORF1 a ORF3 . 

4. Sequence nucleotidique selon la revendication 2, 
30 caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence nucleo- 
tidique choisie parmi : 

a) une sequence nucleotidique ORF1, ORF2 ou ORF3 selon la 
revendication 3 ; 

b) une sequence nucleotidique de fragment specifique d'une 
35 sequence ORF1, ORF2 ou ORF3 selon la revendication 3 ou 

d'une sequence telle que definie en a) ; 
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10 



c) une sequence nucleotidique homologue comportant au moins 
80 % d f identite avec une sequence nucleotidique ORF1 , 
ORF2 ou ORF3 selon la revendication 3 ou telle que 
definie en a) ou b) ; 

d) une sequence nucleotidique complementaire ou d'ARN 
correspondant a une sequence ORF1, ORF2 ou ORF3 selon la 
revendication 3 ou telle que definie en a) , b) ou c) ; 
et 

e) une sequence nucleotidique modifiee d'une sequence ORF1, 
ORF2 ou 0RF3 selon la revendication 3 ou telle que 
definie en a) , b) , c) , ou d) . 



15 



20 



25 



30 



5. - Sequence nucleotidique selon l'une des 
revendications 2 a 4, caracterisee en ce que la sequence 
nucleotidique de fragment specifique comprend une sequence 
nucleotidique choisie parmi les sequences suivantes : 



a) 


5 1 


TGTGGCGA 3 ' ; 


b) 


5 1 


AGTTTCCT 3 1 ; 


c) 


5 1 


TCATTTAGAGGGTCTTTCAG 3 


d) 


5 1 


GTCAACCT 3 1 ; 


e) 


5 1 


GTGGTTGC 3 1 ; 


f ) 


5 1 


AGCCCAGG 3 1 ; 


g) 


5 1 


TTGGCTGG 3 ' 


h) 


5 ' 


TCTAGCTCTGGT .3 ' ; 


i) 


5 ' 


ATCTCAGCTCGT 3 1 ; 


j) 


5 1 


TGTCCTCCTCTT 3 ' ; 


k) 


5 ' 


TCTCTAGA 3 1 ; 


1) 


5 1 


TGTACCAAr- 3 1 ; 


m) 


5 1 


TCCGTCTT 3 1 ; et leur 



et leur sequence complementaire. 



6 . Polypeptide code par une sequence nucleotidique 
selon 1 1 une des revendications 1 a 5. 



35 



7 . Polypeptide selon la revendication 6 , caracterise 
en ce que sa sequence est representee par un fragment 
specifique d'une des. six sequences d f acides amines 
representees a la figure 3 . 
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8. Polypeptide selon la revendication 7, caracterise 

en ce qu'il est choisi parmi les sequences SEQ ID N° 2, SEQ 
ID N° 3 et SEQ ID N° 4 . 

9. Polypeptide caracterise en ce qu'il comprend un 
polypeptide choisi parmi : 

a) un polypeptide selon la revendication 8 ; 

b) un fragment specif ique d'au moins 5 acides amines d 1 un 
polypeptide selon la revendication 8, ou tel que defini 
en a) ; 

c) un polypeptide homologue a un polypeptide selon la 
revendication 8, ou tel que defini en a) ou b) ; 

d) un fragment " specif ique biologiquement actif d'un 
polypeptide selon la revendication 8, ou tel que defini 
en a) , b) ou c) ; et 

e) un polypeptide modifie d'un polypeptide selon la 
revendication 8, ou tel que defini en a) , b) , c) ou d) . 

10. Sequence nucleotidique codant pour un polypeptide 
selon la revendication 9 . 



11. Sequence nucleotidique utilisable comme amorce ou 
sonde, caracterisee en ce que ladite sequence est choisie 
parmi les sequences nucleotidiques selon l'une des 
revendications 1 a 5, et 10. 



12. Sequence nucleotidique selon la revendication 11, 
caracterisee en ce -que ladite sequence est l'une des 
amorces de couple d' amorces choisie parmi les couples 
suivants : 

a) 5' GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3 ' , et 
5 1 TGG AAT GTT AAC GAG CTG AG 3 1 ; 

b) 5* GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3 1 , et 
5 1 CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 3 1 ; 

cj 5' CGC GCG TAA TAC GAC TCA CT 3 ' , et 
5 ' GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3' ; 
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d) 5 ' CGC GCG TAA TAC GAC TCA CT 3 1 , et 
5 1 CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 3'. 

13 . Sequence nucleotidique de circovirus porcin autre 
que circovirus MAP, caracterisee en ce que ladite sequence 
est une sequence consensus specif ique et en ce qu'elle fait 
partie du couple d' amorces suivant : 

a) 5 1 GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3 ' , et 
5 ' TGG AAT GTT AAC TAC CTC AA 3'. 

14. Sequence nucleotidique selon l'une des 
revindications 11 a 13, caracterisee en ce qu'elle est 
marquee par un compose radioactif ou par un compose non 
radioactif . 

15. Sequence nucleotidique selon l'une des 
revendications 11 a 14, caracterisee en ce quelle est 
immobilisee sur un support, de maniere covalente ou non 
covalente . 



16. Sequence nucleotidique selon 1 1 une des 
revendications 1 : 0. a; 13, pour la detection et/ou 
1 1 amplification de sequences nucleiques.. 



17. Vecteur de clonage, et/ou d ! expression, 
caracterise en ce qu'il contient une sequence nucleotidique 
selon l'une des revendications 1 a 5, et 10. 

18. Vecteur caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence nucleotidique selon l'une des revendications 1 a 
5, et 10, et en ce qu'il comprend en outre un gene 
d 1 interet . 

19. Particule ou pseudopart icule virale generee a 
partir d'un vecteur selon l'une des revendications 17 a 18. 
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20. Cellule hote, caracterisee en ce qu f elle est 
transformee par un vecteur selon l'une . des revendications 
17 a 18, ou une particule virale selon la revendication 20. 

5 21. Animal, comprenant une cellule transformee selon 

la revendication 20. 

22. Procede de preparation d ' un polypeptide, 
caracterise en ce qu'il met en oeuvre un vecteur selon 

10 l'une des revendications 17 et 18 , une cellule transformee 
par ledit vecteur et/ou un animal comprenant ladite cellule 
transformee. 

23. Polypeptide recombinant susceptible d'etre obtenu 
15 par un procede selon la revendication 22. 

24. Procede de preparation d'un polypeptide 
synthetique, caracterise en ce qu'il utilise une sequence 
d ! acides amines d'un polypeptide selon l'une des 

20 revendications 6 a 9 . 

25. Polypeptide synthetique obtenu. par un procede 
selon la revendication 24 . 

25 26. Polypeptide hybride, caracterise en ce qu'il 

comporte au moins la sequence d'un polypeptide selon l'une 
des revendications 6 a 9, 23 et 25 et une sequence d'un 
polypeptide susceptible d'induire une reponse immunitaire 
chez 1 1 homme ou 1 ' animal . 

30 

27. Polypeptide hybride selon la revendication 26, 
caracterise en ce qu'il comporte au moins la sequence d'un 
polypeptide selon l'une des revendications 6 a 9, 23 et 25, 
et une sequence d'un polypeptide susceptible d'induire une 
35 reponse humorale et/ou cellulaire chez 1 1 homme ou 1 1 animal . 
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28. Sequence nucleotidique codant pour un polypeptide 
hybride selon 1 1 une des revendications 26 a 27. 

29. Vecteur caracterise en ce qu'il contient une 
5 sequence nucleotidique selon la revendication 28. 

30. Polypeptide hybride selon 1 1 une des 
revendications 26 a 27, caracterisee en ce qu ! il s'agit 
d'un polypeptide recombinant obtenu par la mise en oeuvre 

10 d'un vecteur selon la revendication 29. 

31. Procede pour la detection et/ou 1 1 identification 
de circovirus MAP dans un echantillon biologique, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

15 a) mise en contact de 1 1 echantillon biologique avec un 

polypeptide selon 1 1 une des revendications 6 a 9, 23 et 
25 ; 

b) mise en evidence du complexe ant igene - ant icorps 
eventuel lement forme . 

20 

\ 32. Kit ou necessaire pour la detection et/ou 
1 1 identification de circovirus MAP, caracterise en ce qu'il 
comprend les elements suivants : 

a) un polypeptide selon 1 1 une des revendications 6 a 9, 23 
25 et 25 ; 

b) le cas echeant, les reactifs pour la constitution du 
milieu propice a la reaction immunologique ; 

c) les reactifs permettant mise en evidence des complexes 
ant igene -ant icorps eventuellement formes entre. le ou les 

30 polypeptides de l 1 invention et les anticorps ; 

d) le cas echeant, un echantillon biologique de reference 
(temoin negatif) depourvu d ! anticorps reconnus par ledit 
polypeptide ; 

e) le cas echeant, un echantillon biologique de reference 
35 (temoin positif) contenant une quantite predeterminee 

d 1 anticorps reconnus par ledit polypeptide. 
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33. Anticorps mono- ou polyclonaux, leurs fragments, 
ou anticorps chimeriques, caracterises en ce qu'ils sont 
capables de reconnaitre specif iquement un polypeptide selon 
l'une des revendications 6 a 9, 23 et 25. 

34. Anticorps selon la revendication 33, caracterise 
en ce qu'il s 1 agit d'un anticorps marque. 

35. Procede pour la detection et/ou 1 ' identification 
de circovirus MAP dans un echantillon biologique, 
caracterise en ce qu f il comprend les etapes suivantes : 

a) mise en contact de 1 1 echantillon biologique avec un 
anticorps selon l'une des revendications 33 ou 34 ; 

b) mise en evidence du complexe antigene-anticorps forme. 

36. Kit ou necessaire pour la detection et/ou 
1 1 identification de circovirus MAP, caracterise en ce qu'il 
comprend les elements suivants : 

a) un anticorps polyclonal ou monoclonal selon l'une des 
revendications 33 ou 34 ; 

b) le cas echeant, les reactifs pour la constitution du 
milieu propice a la reaction immunologique ; 

c) les reactifs permettant la mise en evidence des 
complexes antigene-anticorps produits par la reaction 
immunologique . 

37. Procede de detection et/ou d 1 identification de 
circovirus MAP ou jde circovirus porcin autre que le 
circovirus MAP dans un echantillon biologique, caracterise 
en ce qu'il met en oeuvre une sequence nucleotidique selon 
l'une des revendications 11 a 16. 

38. Procede selon la revendication 37, caracterise en 
ce qu'il comporte les etapes suivantes : 

a) le cas echeant, isolement de- l'ADN a partir de 
1 » echantillon biologique a analyser ; 
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b) amplification specif ique de l'ADN de circovirus MAP a 
l'aide d'au moins une amorce selon l'une des 
revendications 11 a 16 ; 

c) mise en evidence des produits d 1 amplification . 

5 

39. Procede selon la revendication 37, caracterise en 
ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) mise en contact d'une sonde nucleotidique selon l'une 
des revendications 11 a 16 avec un echantillon 
10 biologique, 1 'ADN contenu dans 1 1 echantillon biologique 

ayant, le cas echeant , prealablement ete rendu 
accessible a 1 1 hybridation, dans des conditions 
permettant 1' hybridation de la sonde a I 1 ADN de 
1 1 echantillon ; 

15 b) mise en evidence de 1 1 hybride eventuellement forme entre 

la sonde nucleotidique et 1 1 ADN de 1 1 echantillon 
biologique. 

40. Procede selon la revendication 37, caracterise en 
20 ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) mise en contact d'une sonde nucleotidique immobilisee 
sur un support selon la revendication 15, avec un 
echantillon biologique , 1 1 ADN de 1 ' echantillon, ayant, 
le cas echeant, ete prealablement rendu accessible a 

25 1 1 hybridation, dans des conditions permettant 

1 1 hybridation de la sonde a l'ADN de 1 1 echantillon ; 

b) mise en contact de 1 1 hybride forme entre la sonde 
nucleotidique immobilisee sur un support et 1 1 ADN 
contenu dans 1 1 echantillon biologique, le cas echeant 

30 apres elimination de l'ADN de 1 ' echantillon biologique 

n ' ayant pas hybride avec la sonde, avec une sonde 
nucleotidique marquee selon la revendication 14 ; 

c) mise en evidence du nouvel hybride forme a 1 1 etape b) . 

35 41. Procede selon la revendication 40, caracterise en' 

ce que, prealablement a~ 1 ' etape a), l'ADN de 1 1 echantillon 
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biologique, est amplifie a l'aide d'au moins une amorce 
selon l'une des revendications 11 a 16. 

42. Kit ou necessaire pour la detection et/ou 
1 1 identification de circovirus MAP associe, caracterise en 
ce qu'il comprend les elements suivants : 

a) une sonde nucleotidique selon 1 1 une des revendications 
11 a 16 ; 

b) le cas echeant, les reactifs necessaires a la mise en 
oeuvre d'une reaction d ' hybridation ; 

c) le cas echeant, au moins une amorce selon 1 1 une des 
revendications 11 a 16 , ainsi que les reactifs 
necessaires a une reaction d 1 amplification de l'ADN. 

43. Kit ou necessaire pour la detection et/ou 
1 1 identification de circovirus MAP ou de circovirus porcin 
autre que le circovirus MAP, caracterise en ce qu'il 
comprend les elements suivants : 

a) une sonde nucleotidique, dite sonde de capture, selon la 
revendication 15 ; 

b) une sonde oligonucleotidique , dite sonde de revelation, 
selon la revendication 14 ; 

c) le cas echeant, au moins une amorce selon l'une des 
revendications 11 a 16, ainsi que les reactifs 
necessaires a une reaction d 1 amplification de l'ADN. 

44. Kit ou necessaire pour la detection et/ou 
1 1 identification de circovirus MAP ou de circovirus porcin 
autre que le circovirus MAP, caracterise en ce qu'il 
comprend les elements suivants : 

a) au moins une amorce selon 1 1 une des revendications 11 a 
16 ; 

b) le cas echeant, les reactifs necessaires pour effectuer 
une reaction d 1 amplification d'ADN ; 

c) le cas echeant, un composant permettant de verifier la 
sequence du fragment amplifie, plus particulierement une 
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sonde oligonucleotidique selon 1 ' une des revendications 
11 a 16. 

45. Procede ou kit ou necessaire selon 1 1 une des 
revendications, pour le diagnostic d'une infection par le 
circovirus MAP ou par un circovirus porcin autre que le 
circovirus MAP. 

46. Utilisation d'une sequence nucleotidique selon 
l'une des revendications 1 a 5, et 10, d'un polypeptide 
selon l'une des revendications 6 a 9, 23 et 25, d'un 
anticorps selon l'une des revendications 3 3 et 34, d'une 
cellule selon la revendication 20, et/ou d'un animal 
transforme selon la revendication 21, pour la selection de 
composes organiques ou inorganiques capables de moduler, 
d'induire ou d'inhiber 1' expression de genes, et/ou de 
modifier la replication cellulaire du circovirus MAP ou 
capable d'induire ou d'inhiber chez le pore les pathologies 
liees a une infection par le circovirus MAP. 

.47. Methode de selection de compose capable de se 
lier a un polypeptide selon. l'une des revendications 6 a 9, 
23 et 25, capable de se lier a une sequence nucleotidique 
selon l'une des revendications 1 a 5, et 10, ou capable de 
reconnaitre un anticorps selon la revendication 33, et/ou 
capable de moduler, d'induire ou d'inhiber 1 'expression de 
genes, et/ou de modifier la replication cellulaire du 
circovirus MAP, ou capable d'induire ou d'inhiber chez le 
pore les pathologies liees a une infection par le 
circovirus MAP, caracterisee en ce qu'elle comprend les 
etapes suivantes : 

a) mise en contact dudit compose avec ledit polypeptide, 
ladite sequence nucleotidique, avec une cellule 
transformee selon la revendication 20, et/ou 
administration dudit compose a un animal transforme 
selon la revendication 21 ; 

b) determination de l'activite dudit compose,. 
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48. Compose susceptible d'etre selectionne par une 
methode selon la revendication 47. 

49. Composition pharmaceutique comprenant un compose 
choisi parmi les composes suivants : 

a) une sequence nucleotidique selon l'une des 
revendications 1 a 5, et 10 ; 

b) un polypeptide selon 1 1 une des revendications 6 a 9, 23, 
25 a 27, et 30 ; 

c) un vecteur ou une particule virale selon l'une des 
revendications 17 a 19, et 29, ou une cellule selon la 
revendication 2 0 ; 

d) un anticorps selon la revendication 33 ; et 

e) un compose selon la revendication 48. 

50. Composition selon la revendication 49, 
eventuellement en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable . 

51. Composition pharmaceutique selon l'une des 
revendications 49 et 50 pour la prevention ou le traitement 
d'une infection par le circovirus MAP. 

52. Composition vaccinale, caracterisee en ce qu'elle 
comprend un ou plusieurs polypeptides selon 1 1 une des 
revendications 6 a 9, 23 et 25 et/ou un ou plusieurs 
polypeptides hybrides selon l'une des revendications 26, 27 
et 30. 

53. Utilisation d'une cellule selon la revendication 
20, pour la preparation d'une composition vaccinale. 

54. Composition vaccinale, caracterisee en ce qu'elle 
contient une sequence nucleotidique selon l'une des 
revendications 1 a 5, 10 et 28, un vecteur selon l'une des 
revendications 17, 18 et 29, et/ou une cellule selon 
revendication 2 0 . 
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55. Composition vaccinale selon l'une des 
revendications 52 et 54, pour la prevention ou le 
traitement d'une infection par le circovirus MAP. 

56. Composition vaccinale selon l'une des 
revendications 52, 54 et 55, en association avec un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable et, le cas echeant, 
un ou plusieurs adjuvants de 1 1 immunite appropries . 

57. Vecteur selon la revendication 18, particule 
virale selon la revendication 19, ou cellule selon la 
revendication 20, pour le traitement et/ou la prevention 
d'une maladie par therapie genique . 

58. Composition pharmaceutique comprenant a titre 
d 1 agent therapeutique ou prophylactique , un vecteur selon 
la revendication 18, une particule virale selon la 
revendication 19 ou une cellule selon la revendication 20. 
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RE VEND I CAT I ONS 



1. Sequence nucleotidique de sequence SEQ ID N° 1 du 
genome de circovirus MAP. 

5 

2. Sequence nucleotidique de circovirus MAP, 
caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi : 

a) une sequence nucleotidique de fragment specifique de la 
sequence SEQ ID N° 1 ; 
10 b) une sequence nucleotidique homologue a une sequence 

nucleotidique telle que definie en a) ,* 

c) une sequence nucleotidique complementaire de la sequence 
SEQ ID N° 1 ou complementaire d'une sequence nucleo- 
tidique telle que definie en a) ou b) , et une sequence 

15 nucleotidique de leur ARN correspondant ; 

d) une sequence nucleotidique capable de s 1 hybrider dans 
des conditions stringentes avec une sequence telle que 
definie en a) , b) , ou c) ; 

e) une sequence nucleotidique comprenant la sequence SEQ ID 
20 N° 1 ou une sequence telle que definie en a) , b) , c) ou 

d) ; et 

f) une sequence nucleotidique modifiee d'une sequence 
nucleotidique telle que definie en a) , b) , c) , d) ou e) . 

25 3. Sequence nucleotidique selon la revendication 2, 

caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi les sequences 
ORF1 a ORF3 . 

4. Sequence nucleotidique selon la revendication 2, 
30 caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence nucleo- 
tidique choisie parmi : 

a) une sequence nucleotidique ORF1, ORF2 ou ORF3 selon la 
revendication 3 ; 

b) une sequence nucleotidique de fragment specifique d'une 
35 sequence ORF1 , ORF2 ou ORF3 selon la revendication 3 ou 

d'une sequence telle que definie en a) ; 
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c) une sequence nucleotidique homologue comportant au moins 
80 % d'identite avec une sequence nucleotidique ORF1, 
ORF2 ou ORF3 selon la revendicat ion 3 ou telle que 
definie en a) ou b) ; 
5 d) une sequence nucleotidique complementaire ou d 1 ARN 
correspondant a une sequence ORF1, ORF2 ou 0RF3 selon la 
revendication 3 ou telle que definie en a) , b) ou c) ; 
et 

e) une sequence nucleotidique modifiee d'une sequence ORF1, 
10 ORF2 ou ORF3 selon la revendication 3 ou telle que 

definie en a) , b) , c) , ou d) . 

5. Sequence nucleotidique selon 1 1 une des 
revendicat ions 2 a 4, caracterisee en ce que la sequence 

15 nucleotidique de fragment specifique comprend une sequence 
nucleotidique choisie parmi les sequences suivantes : 

a ) 5 1 TGTGGCGA 3 1 ; 

b ) 5 ' AGTTTdcT 3 1 ; 

c) 5 1 TCATTTAGAGGGTCTTTCAG 3' ; 
20 d) 5 ! GTCAACCT 3 1 ; 

e ) 5 1 GTGGTTGC 3 ' ; 

f ) 5 1 AGCCCAGG . 3 1 ; 

g) 5 1 TTGGCTGG 3* ; ~ ' ' 

h) 5 1 TCTAGCTCTGGT 3' ; 
25 i ) 5 1 ATCTCAGCTCGT 3 ' ; 

j ) 5 1 TGTCCTCCTCTT 3 » ; 

k) 5 ! TCTCTAGA 3 ' ; 

1 ) 5 ' TGTACCAA 3 ' ; 

m) 5' TCCGTCTT 3' ; et leur sequence complementaire. 

30 

6. Polypeptide code par une sequence nucleotidique 
selon 1 ' une des revendications 1 a 5. 

7. Polypeptide selon la revendication 6, caracterise 
35 en ce que sa sequence est representee par un fragment 

specifique d'une des six sequences d'acides amines 
representees a la figure 3 . 
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8. Polypeptide selon la revendication 7, caracterise 
en ce qu'il est choisi parmi les sequences SEQ ID N° 2, SEQ 
ID N° 3 et SEQ ID N° 4 . 

5 9. Polypeptide caracterise en ce qu'il comprend un 

polypeptide choisi parmi : 

a) un polypeptide selon la revendication 8 ; 

b) un fragment specif ique d\au moins 5 acides amines d'un 
polypeptide selon la revendication 8, ou tel que defini 

10 en a) ; 

c) un polypeptide homologue a un polypeptide selon la 
revendication 8, ou tel que defini en a) ou b) ; 

d) un fragment specif ique biologiquement act if d'un 
polypeptide selon la revendication 8, ou tel que defini 

15 en a) , b) ou c) ; et 

e) un polypeptide modifie d'un polypeptide selon la 
revendication 8, ou tel que defini en a) , b) , c) ou d) . 

10. Sequence nucleot idique codant pour un polypeptide 
20 selon la revendication 9. 

11. Sequence nucleotidique utilisable comme amorce ou 
sonde, caracterisee en ce que ladite sequence est choisie 
parmi les sequences nucleotidiques selon 1 ' une des 

25 revendications 1 a 5, et 10. 

12. Sequence nucleotidique selon la revendication 11, 
caracterisee en ce que ladite sequence est 1 1 une des 
amorces de couple d 1 amorces choisie parmi les couples 

30 suivants : 

a) 5 1 GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3' , et 
5 1 TGG AAT GTT AAC GAG CTG AG 3 ' ; 

b) 5 1 GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3', et 
5 1 CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 3 ' ; 

35 c) 5' CGC GCG TAA TAC GAC TCA CT 3', et 

5 ' GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3 1 ; 




d) - 5' CGC GCG TAA TAC GAC TCA CT 3', et 
5 1 CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 3'. 

13. Sequence nucleotidique selon l'une des 

revendications 11 a 12, caracterisee en ce qu'elle est 

marquee par un compose radioactif ou par un compose non 
radioactif . 



14. Sequence nucleotidique selon l'une des 
revendications 11 a 13, caracterisee en ce quelle est 
immobilisee sur un support, de maniere covalente ou non 
covalente . 

15. Sequence nucleotidique selon l'une 
revendications 10 a 12, pour la detection 
1 'amplification de sequences nucleiques. 

16. Vecteur de clonage, et/ou 
caracterise en ce qu ! il contient une sequence 
selon l'une des revendications 1 a 5, et 10. 

— 17. Vecteur caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence nucleotidique selon l'une des revendications 1 a 
5, et 10, et en ce qu'il comprend en outre un gene 
d T interet . 



d ' expression, 
nucleotidique 



18. Particule ou pseudoparticule virale generee a 
partir d'un vecteur selon l'une des revendications 16 a 17. 

19. Cellule hote, caracterisee en ce qu'elle est 
transformee par un vecteur selon l'une des revendications 
16 a 17, ou une particule virale selon la revendication 18. 

20. Animal, comprenant une cellule transformee selon 
la revendication 19. 
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21. Procede de * preparation d'un polypeptide, 
caracterise en ce qu'il met en oeuvre un vecteur selon 
l'une des revendications 16 et 17 , une cellule transformee 
par ledit vecteur et/ou un animal comprenant ladite cellule 

5 transformee. 

22. Polypeptide recombinant susceptible d'etre obtenu 
par un procede selon la revendication 21. 

10 23. Procede de preparation d'un polypeptide 

synthetique, caracterise en ce qu'il utilise une sequence 

d'acides amines d'un polypeptide selon l'une des 
revendications 6 a 9. 

15 24 . Polypeptide synthetique obtenu par un procede 

selon la revendication 23 . 

25. Polypeptide hybride, caracterise en ce qu'il 
comporte au moins la sequence d'un polypeptide selon l'une 

20 des revendications 6 a 9, 22 et 24 et une sequence d'un 
polypeptide susceptible d'induire une reponse immunitaire 
chez 1 ' homme ou 1 ' animal . 

26. Polypeptide hybride selon la revendication 25, 
25 caracterise en ce qu'il comporte au moins la sequence d'un 

polypeptide selon l'une des revendications 6 a 9, 22 et 24, 
et une sequence d'un polypeptide susceptible d'induire une 
reponse humorale et/ou cellulaire chez 1 ' homme ou 1 1 animal . 

30 27. Sequence nucleot idique codant pour un polypeptide 

hybride selon l'une des revendications 25 a 26 . 

28. Vecteur caracterise en ce qu'il contient une 
sequence nucleotidique selon la revendication 27. 

35 

29. Polypeptide hybride selon l'une des 
revendications 25 a 26, caracterisee en ce qu'il s ' agit 
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d'un polypeptide recombinant obtenu par la mise en oeuvre 
d'un vecteur selon la revendication 28. 

30. Procede pour la detection et/ou 1 ' identification 
de circovirus MAP dans un echantillon biologique, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) mise en contact de 1 ' echantillon biologique avec un 
polypeptide selon 1 1 une des revendicat ions 6 a 9, 22 et 

24 ; 

b) mise en evidence du complexe ant igene - ant icorps 
eventuellement forme . 

31. Kit ou necessaire pour la detection et/ou 
1 1 identification de circovirus MAP, caracterise en ce qu'il 
comprend les elements suivants : 

a) un polypeptide selon 1 1 une des revendications 6 a 9, 22 
et 24 ; 

b) le cas echeant, les reactifs pour la constitution du 
milieu propice a la reaction immunologique ; 

c) les reactifs permettant mise en evidence des complexes 
antigene-anticorps eventuellement formes entre le ou les 
polypeptides de 1 ' invention et les anticorps ; 

d) le cas echeant, un echantillon biologique de reference 
(temoin negatif) depourvu d 1 anticorps reconnus par ledit 
polypeptide ; 

e) le cas echeant, un echantillon biologique de reference 
(temoin positif) contenant une quantite predeterminee 
d 1 anticorps reconnus par ledit polypeptide. 

32. Anticorps mono- ou polyclonaux, leurs fragments, 
ou anticorps chimeriques, caracterises en ce qu'ils sont 
capables de reconnaitre specif iquement un polypeptide selon 
I'une des revendications 6 a 9, 22 et 24 . 



33. Anticorps selon la revendication 32, caracterise 
en ce qu f il s'agit d'un anticorps marque. 
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34. Procede pour la detection et/ou 1 ' identification 
de circovirus MAP dans un echantillon biologique, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) mise en contact de 1 ' echantillon biologique avec un 
anticorps selon l'une des revendications 32 ou 33 ; 

b) mise en evidence du complexe antigene-anticorps forme. 

35. Kit ou necessaire pour la detection et/ou 
1 1 identification de circovirus MAP, caracterise en ce qu ! il 
comprend les elements suivants : 

a) un anticorps polyclonal ou monoclonal selon l'une des 
revendications 3 2 ou 33 ; 

b) le cas echeant, les reactifs pour la constitution du 
milieu propice a la reaction immunologique ; 

c) les reactifs permettant la mise en evidence des 
complexes antigene-anticorps produits par la reaction 
immunologique . 

36. Procede de detection et/ou d 1 identification de 
circovirus MAP dans un echantillon biologique, caracterise 
en ce qu'il met en oeuvre une sequence nucleotidique selon 
l'une des revendications 11 a 15. 

37. Procede selon la revendication 36, caracterise en 
ce qu'il comporte les etapes suivantes : 

a) le cas echeant, isolement de l'ADN a partir de 
1 • echantillon biologique a analyser ; 

b) amplification specif ique de l'ADN de circovirus MAP a 
1 ' aide d'au moins une amorce selon l'une des 
revendications 11 a 15 ; 

c) mise en evidence des produits d ' amplification . 

38. Procede selon la revendication 36, caracterise en 
ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) mise en contact d'une sonde nucleotidique selon l'une 
des revendications 11 a 15 avec un echantillon 
biologique, 1 1 ADN contenu dans 1 ' echantillon biologique 
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ayant , le cas echeant, prealablement ete rendu 
accessible a 1 1 hybridation, dans des conditions 
permettant 1 ' hybridation de la sonde a l'ADN de 
1 ' echant illon ; 

5 b) mise en evidence de 1 ' hybride eventuellement forme entre 
la sonde nucleotidique et l'ADN de 1 1 echantillon 
biologique . 

39. Procede selon la revendication 36, caracterise en 
10 ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) mise en contact d'une sonde nucleotidique immobilisee 
sur un support selon la revendication 14, avec un 
echantillon biologique, l'ADN de 1 1 echantillon, ayant, 
le cas echeant, ete prealablement rendu accessible a 

15 1 • hybridation, dans des conditions permettant 

1 ' hybridation de la sonde a l f ADN de 1 1 echantillon ; 

b) mise en - contact de 1 ' hybride forme entre la sonde 
nucleotidique immobilisee sur un support et l'ADN 
contenu dans 1 ' echantillon biologique, le cas echeant 

20 apres elimination de 1 1 ADN de 1 ' echantillon biologique 

n 1 ayant pas hybride avec la sonde, avec une sonde 
nucleotidique marquee selon la revendication 13 ; 

c) mise en evidence du nouvel hybride forme a.l'etape b) . 

25 40. Procede selon la revendication 39, caracterise en 

ce que, prealablement a 1 1 etape a), 1 1 ADN de 1 1 echant illon 
biologique, est amplifie a 1 ' aide d'au moins une amorce 
selon 1 1 une des revendications 11 a 15. , 

30 41. Kit ou necessaire pour la detection et/ou 

1 ' identification de circovirus MAP associe, caracterise en 
ce qu'il comprend les elements suivants : 

a) une sonde nucleotidique selon 1 ' une des revendications 
11 a 15 ; 

35 b) le cas echeant, les reactifs necessaires a la mise en 

oeuvre d'une reaction d ' hybridation ; 
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c) le cas echeant, au moins une amorce selon .l'une des 
revendicat ions 11 a 15, ainsi que les reactifs 
necessaires a une reaction d 1 amplification de l'ADN. 

42. Kit ou necessaire pour la detection et/ou 
1 1 identification de circovirus MAP, caracterise en ce qu'il 
comprend les elements suivants : 

a) une sonde nucleotidique , dite sonde de capture, selon la 
revendication 14 ; 

b) une sonde oligonucleotidique, dite sonde de revelation, 
selon la revendication 13 ; 

c) le cas echeant, au moins une amorce selon l'une des 
revendications 11 a 15, ainsi que les reactifs 
necessaires a une reaction d 1 amplification de l'ADN. 

43. Kit ou necessaire pour la detection et/ou 
1 ■ identification de circovirus MAP, caracterise en ce qu'il 
comprend les elements suivants : 

a) au moins une amorce selon l'une des revendications 11 a 
15 ; 

b) le cas echeant, les reactifs necessaires pour effectuer 
une reaction d ' amplification d'ADN ; 

c) le cas echeant, un composant permettant de verifier la 
sequence du fragment amplifie, plus particulierement une 
sonde oligonucleotidique selon l'une des revendications 
11 a 15. 

44. Procede ou kit ou necessaire selon l'une des 
revendications 30 a 43, pour le diagnostic d'une infection 
par le circovirus MAP. 

45. Utilisation d'une sequence nucleotidique selon 
l'une des revendications 1 a 5, et 10, d * un polypeptide 
selon l'une des revendications 6 a 9, 22 et 24, d'un 
anticorps selon l'une des revendications 32 et 33, d'une 
cellule selon la revendication 19, et/ou d'un animal 
transforme selon la revendication 20, pour la selection de 
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composes organiques ou inorganiques capables de moduler, 
d f induire ou d ! inhiber 1' expression de genes, et/ou de 
modifier la replication cellulaire du circoyirus MAP ou 
capable d'induire ou d ! inhiber chez le pore les pathologies 
5 liees a une infection par le circovirus MAP. 

46. Methode de selection de compose capable de se 
lier a un polypeptide selon 1 1 une des revendications 6 a 9, 
22 et 24, capable de se lier a une sequence nucleotidique 

10 selon I'une des revendications 1 a 5, et 10, ou capable de 
reconnaitre un anticorps selon la revendicat ion 32, et/ou 
capable de moduler, d'induire ou d ! inhiber 1 'expression de 
genes, et/ou de modifier la replication cellulaire du 
circovirus MAP, ou capable d'induire ou d'inhiber chez le 

15 pore les pathologies liees a une infection par le 
circovirus MAP, caracterisee en ce qu'elle comprend les 
etapes suivantes : 

a) mise en contact -dudit compose avec ledit polypeptide, 
ladite sequence nucleotidique, avec une cellule 

20 transformee selon la revendicat ion 19, et/ou 

administration dudit compose., a un animal transforme 
selon la revendicat ion 2 0 ; 

b) determination de l'activite dudit compose. 

47. Compose susceptible d'etre selectionne par une 
25 methode selon la revendicat ion 46. 

+ 

48. Composition pharmaceutique comprenant un compose 
choisi parmi les composes suivants : 

a) une sequence nucleotidique selon I'une des 
30 revendications 1 a 5, et 10 ; 

b) un polypeptide selon 1 ' une des revendications 6 a 9, 22, 

24 a 26, et 29 ; 

c) un vecteur ou une particule virale selon l'une des 
-revendications 16 a 18, et 28, ou une cellule selon la 

35 revendication . 19 ; 

d) un anticorps selon la revendication 32 ; et 

e) un compose selon la revendication 47. 
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49. Composition selon la revendication 48, 
eventuellement en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable . 

50. Composition pharmaceutique selon 1 1 une des 
revendications 48 et 4 9 pour la prevention ou le traitement 
d'une infection par le circovirus MAP. 

51. Composition vaccinale, caracterisee en ce qu f elle 
comprend un ou plusieurs polypeptides selon 1 1 une des 
revendications 6 a 9, 22 et 24 et/ou un ou plusieurs 
polypeptides hybrides selon 1 ' une des revendications 25, 26 
et 29. 



52. Utilisation d'une cellule selon la revendication 
19, pour la preparation d'une composition vaccinale . 

53. Composition vaccinale, caracterisee en ce quelle 
contient une sequence nucleot idique selon 1 ' une des 
rev endications 1 a 5, 10 et 27, un vecteur selon 1 1 une des 
revendications 16, 17 et 28, et/ou une cellule selon 
revendication 19. 

54. Composition vaccinale selon 1 1 une des 
revendications 51 et 53, pour la prevention ou le 
traitement d'une infection par le circovirus MAP. 

55. Composition vaccinale selon 1 1 une des 
revendications 51, 53 et 54, en association avec un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable et, le cas echeant, 
un ou plusieurs adjuvants de 1 ' immunite appropries. 

56. Vecteur selon la revendication 17, particule 
virale selon la revendication 18, ou cellule selon la 
revendication 19, pour le traitement et/ou la prevention 
d'une maladie par therapie genique. 
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57. Composition pharmaceutique comprenant a titre 
d' agent therapeutique ou prophylactique , un vecteur selon 
la revendication 17, une particule virale selon la 
revendication 18 ou une cellule selon la revendication 19. 
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10 20 30 40 50 60 

ACCAGCGCAC TTCGGCAGCG GCAGCACCTC GGCAGCGTCA GTGAAAATGC CAAGCAAGAA 

70 80 90 100 110 120 

AAGCGGCCCG CAACCCCATA AGAGGTGGGT GTTCACCCTT AATAATCCTT CCGAGGAGGA 

130 140 150 160 170 180 

GAAAAACAAA ATACGGGAGC TTCCAATCTC CCTTTTTGAT TATTTTGTTT GTGGCGAGGA 

*9 0 200 210 220 230 240 

AGGTTTGGAA GAGGGTAGAA CTCCTCACCT CCAGGGGTTT GCGAATTTTG CTAAGAAGCA 

250 260 270 280 290 300 

GACTTTTAAC AAGGTGAAGT GGTATTTTGG TGCCCGCTGC CACATCGAGA AAGCGAAAGG 

31 0 320 330 340 350 360 

AACCGACCAG CAGAATAAAG AATACTGCAG TAAAGAAGGC CACATACTTA TCGAGTGTGG 

370 380 390 400 410 420 

AGCTCCGCGG AACCAGGGGA AGCGCAGCGA CCTGTCTACT GCTGTGAGTA CCCTTTTGGA 

430 440 450 460 470 480 

GACGGGGTCT TTGGTGACTG TAGCCGAGCA GTTTCCTGTA ACGTATGTGA GAAATTTCCG 

4 ^0 500 510 520 530 540 

CGGGCTGGCT GAACTTTTGA AAGTGAGCGG GAAGATGCAG CAGCGTGATT GGAAGACAGC 

550 560 570 580 590 600 

TGTACACGTC ATAGTGGGCC CGCCCGGTTG TGGGAAGAGC CAGTGGGCCC GTAATTTTGC 

610 620 630 640 650 660 

TGAGCCTAGG GACACCTACT GGAAGCCTAG TAGAAATAAG TGGTGGGATG GATATCATGG 

670 680 690 700 710 720 

AGAAGAAGTT GTTGTTTTGG ATGATTTTTA JGGCT GGTTA. CCTTGGGATG ATCTACTGAG 

730 740 750 760. 770 780 

ACTGTGTGAC CGGTATCCAT TGACTGTAGA GACTAAAGGG GGTACTGTTC CTTTTTTGGC 

? 9 0 800 810 820 830 840 

CCGCAGTATT TTGATTACCA GCAATCAGGC CCCCCAGGAA TGGTACTCCT CAACTGCTGT 

^50 860 870 880 890 900 

CCCAGCTGTA GAAGCTCTCT A-TCGGAGGAT TACTACTTTG CAATTTTGGA AGACTGCTGG 
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Leu Ala Ser Arg Cys Arg Cys Cys Arg Pro Leu Thr Leu Ser Phe Ala Leu Cys 
Trp Arg Val Glu Ala Ala Ala Ala Gly Arg Cys Arg *** His Phe His Trp Ala 
Gly Ala Cys Lys Pro Leu Pro Leu Val Glu Ala Ala Asp Thr Phe lie Gly Leu 

3' TGG TCG CGT GAA GCC GTC GCC GTC GTG GAG CCG TCG CAG TCA CTT TTA CGG TTC 

9 18 27 36 45 54 

5' ACC AGC GCA CTT CGG CAG CGG CAG CAC CTC GGC AGC GTC AGT GAA AAT GCC AAG 



Thr Ser Ala Leu Arg Gin Arg Gin His Leu Gly Ser Val Ser Glu Asn Ala Lys 
Pro Ala His Phe Gly Ser Gly Ser Thr Ser Ala Ala Ser Val Lys Met Pro Ser 
Gin Arg Thr Ser Ala Ala Ala Ala Pro Arg Gin Arg Gin ♦** Lys Cys Gin Ala 

Ser Phe Arg Gly Ala Val Gly Tyr Ser Thr Pro Thr *** Gly *** Tyr Asp Lys 
Leu Phe Ala Ala Arg Leu Gly Met Leu Pro Pro His Glu Gly Lys lie lie Arg 
Leu Phe Leu Pro Gly Cys Gly Trp Leu Leu His Thr Asn Val Arg Leu Leu Gly 

GTT CTT TTC GCC GGG CGT TGG GGT ATT CTC CAC CCA CAA GTG GGA ATT ATT AGG 

63 72 81 90 99 108 

CAA GAA AAG CGG CCC GCA ACC CCA TAA GAG GTG GGT GTT CAC CCT TAA TAA TCC 



Gin Glu Lys Arg Pro Ala Thr Pro *** Glu Val Gly Val His Pro *** *** Ser 
Lys Lys Ser Gly Pro Gin Pro His Lys Arg Trp Val Phe Thr Leu Asn Asn Pro 
Arg Lys Ala Ala Arg Asn Pro lie Arg Gly Gly Cys Ser Pro Leu lie He Leu 

Arg Pro Pro Ser Phe Cys Phe Val Pro Ala Glu Leu Arg Gly Lys Gin Asn Asn 
Gly Leu Leu Leu Phe Val Phe Tyr Pro Leu Lys Trp Asp Gly Lys Lys He He 
Glu Ser Ser Ser Phe Phe Leu He Arg Ser Ser Gly He Glu Arg Lys Ser **♦ 

AAG GCT CCT CCT CTT TTT GTT TTA TGC CCT CGA AGG TTA GAG GGA AAA ACT AAT 
117 126 135 144 153 162 

TTC CGA GGA GGA GAA AAA CAA AAT ACG GGA GCT TCC AAT CTC CCT TTT TGA TTA 



Phe Arg Gly Gly Glu Lys Gin Asn Thr Gly Ala Ser Asn Leu Pro Phe *** Leu 
Ser Glu Glu Glu Lys Asn Lys He Arg Glu Leu Pro He Ser Leu Phe Asp Tyr 
Pro Arg Arg Arg Lys Thr Lys Tyr Gly Ser Phe Gin Ser Pro Phe Leu He He 

Gin Lys His Arg Pro Leu Asn Pro Leu Pro Tyr- Phe Glu Glu Gly Gly Pro Thr 
Lys Asn Thr Ala Leu Phe Thr Gin Phe Leu Thr Ser Sec Arg Val Glu Leu Pro 
Lys Thr Gin Pro Ser Ser Pro Lys Ser Ser Pro Leu Val Gly *** Arg Trp Pro 



AAA ACA AAC ACC GCT CCT TCC AAA CCT TCT CCC ATC TTG AGG AGT GGA GGT CCC 

171 180 189 198 207 216 

TTT TGT TTG TGG CGA GGA AGG TTT GGA AGA GGG TAG AAC TCC TCA CCT CCA GGG 

4 



Phe Cys Leu Trp Arg Gly Arg Phe Gly Arg Gly *♦* Asn Ser Ser Pro Pro Gly 
Phe Val Cys Gly Glu Glu Gly Leu Glu Glu Gly Arg Thr Pro His Leu Gin Gly 
Leu Phe Val Ala Arg Lys Val Trp Lys Arg Val Glu Leu Leu Thr Ser Arg Gly 

Gin Ser Asn Gin *** Ser Ala Ser Lys *** Cys Pro Ser Thr Thr Asn Gin His 
Lys Arg He Lys Ser Leu Leu Leu Ser Lys Val Leu His Leu Pro He Lys Thr 
Asn Ala Phe Lys Ala Leu Phe Cys Val Lys Leu Leu Thr Phe His Tyr Lys Pro 

CAA ACG CTT AAA ACG ATT CTT CGT CTG AAA ATT GTT CCA CTT CAC CAT AAA ACC 
225 234 243 252 261 270 

GTT TGC GAA TTT TGC TAA GAA GCA GAC TTT TAA CAA GGT GAA GTG GTA TTT TGG 



Val Cys Glu Phe Cys *** Glu Ala Asp Phe *** Gin Gly Glu Val Val Phe Trp 
. Phe Ala Asn Phe Ala Lys Lys Gin Thr Phe Asn Lys Val Lys Trp Tyr Phe Gly 
Leu Arg He Leu Leu Arg Ser Arg Leu Leu Thr Arg *** Ser Gly He Leu Val 
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Gly Ser Gly Cys Arg Ser Leu Ser Leu Phe Arg Gly Ala Ser Tyr Leu lie Ser 
Gly Ala Ala Vol Asp Leu Phe Arg Phe Ser Gly Val Leu Leu He Phe Phe Val 
Ala Arg Gin Trp Met Ser Phe Ala Phe Pro Val Ser Trp Cys Phe Leu Ser Tyr 

ACG GGC GAC GGT GTA GCT CTT TCG CTT TCC TTG GCT GGT CGT CTT ATT TCT TAT 
279 288 297 306 315 324 

TGC CCG CTG CCA CAT CGA GAA AGC GAA AGG A- AC CGA CCA GCA GAA TAA AGA ATA 

Cys Pro Leu Pro His Arg Glu Ser Glu Arg Asn Arg Pro Ala Glu *** Arg He 
Ala Arg Cys His He Glu Lys Ala Lys Gly Thr Asp Gin Gin Asn Lys Glu Tyr 
Pro Ala Ala Thr Ser Arg Lys Arg Lys Glu Pro Thr Ser Arg lie Lys Asn Thr 

Cys Tyr Leu Leu Gly Cys Val *** Arg Thr His Leu Glu Ala Ser Gly Pro Ser 
Ala Thr Phe Phe Ala Val Tyr Lys Asp Leu Thr Ser Ser Arg Pro Val Leu Pro 
Gin Leu Leu Ser Pro Trp Met Ser He Ser His Pro Ala Gly Arg Phe Trp Pro 

GAC GTC ATT TCT TCC GGT GTA TGA ATA GCT CAC ACC TCG AGG CGC CTT GGT CCC 
333 342 351 360 369 378 

CTG CAG TAA AGA AGG CCA CAT ACT TAT CGA GTG TGG AGC TCC GCG GAA CCA GGG 

Leu Gin *** Arg Arg Pro His Thr Tyr Arg Val Trp Ser Ser Ala Glu Pro Gly 
Cys Ser Lys Glu Gly His He Leu He Glu Cys Gly Ala Pro Arg Asn Gin Gly 
Ala Val Lys Lys Ala Thr Tyr Leu Ser Ser Val Glu Leu Arg Gly Thr Arg Gly 

Ala Cys Arg Gly Thr *** Gin Gin Ser Tyr Gly Lys Pro Ser Pro Thr Lys Pro 
Leu Ala Ala Val Gin Arg Ser Ser His Thr Gly Lys Gin Leu Arg Pro Arg Gin 
Phe Arg Leu Ser Arg Asp Val Ala Thr Leu Val Arg Lys Ser Val Pro Asp Lys 

CTT CGC GTC GCT GGA CAG ATG ACG ACA CTC ATG GGA AAA CCT CTG CCC CAG AAA 
387 396 405 414 423 432 

GAA GCG CAG CGA CCT GTC TAC TGC TGT GAG TAC CCT TTT GGA GAC GGG GTC TTT 

Glu Ala Gin Arg Pro Val Tyr Cys Cys Glu Tyr Pro Phe Gly Asp Gly Val Phe 
Lys Arg Ser Asp Leu Ser Thr Ala Val Ser Thr Leu Leu Glu Thr Gly Ser Leu 
Ser Ala Ala Thr Cys Leu Leu Leu *** Val Pro Phe Trp Arg Arg Gly Leu Trp 

^ Ser Gin Leu Arg Ala Thr Glu Gin Leu Thr His Ser Phe Asn Gly Arg Ala Pro 
His Ser Tyr Gly Leu Leu Lys Arg Tyr Arg He His Ser He Glu Ala Pro Gin 
Thr Val Thr Ala Ser Cys Asn Gly Thr Val Tyr Thr Leu Phe Lys Arg Pro Ser 

CCA CTG ACA TCG GCT CGT CAA AGG ACA TTG CAT ACA CTC TTT AAA GGC GCC CGA 
441 4 50 459 468 477 486 

GGT GAC TGT AGC CGA GCA GTT TCC TGT AAC GTA TGT GAG AAA TTT CCG CGG GCT 

Gly Asp Cys Ser Arg Ala Val Ser Cys Asn Val Cys Glu Lys Phe Pro Arg Ala 
Val Thr Val Ala Glu Gin Phe Pro Val Thr Tyr Val Arg Asn Phe Arg Gly Leu 
*** Leu *** Pro Ser Ser Phe Leu *** Arg Met *♦* Glu lie Ser Ala Gly Trp 

Gin Val Lys Ser Leu Ser Arg Ser Ser Ala Ala Ala His Asn Ser Ser Leu Gin 
Ser Phe Lys Gin Phe His Ala Pro Leu His Leu Leu Thr He Pro Leu Cys Ser 
Ala Ser Ser Lys Phe Thr Leu Pro Phe He Cys Cys Arg Ser Gin Phe Val Ala 

CCG ACT TGA AAA CTT TCA CTC GCC CTT CTA CGT CGT CGC ACT AAC CTT CTG TCG 
4 95 504 513 522 531 540 

GGC TGA ACT TTT GAA AGT GAG CGG GAA GAT GCA GCA GCG TGA TTG GAA GAC AGC 

Gly *** Thr Phe Glu Ser Glu Arg Glu Asp Ala Ala Ala Leu Glu Asp Ser 

Ala Glu Leu Leu Lys Val Ser Gly Lys Met Gin Gin Arg Asp Trp Lys Thr Ala 
Leu Asn Phe *** Lys *** Ala Gly Arg Cys Ser Ser Val He Gly Arg Gin Leu 
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Val Arg *** Leu Pro Gly Ala Arg Asn His Ser Ser Gly Thr Pro Gly Tyr Asn 
Tyr Val Asp Tyr His Ala Arg Gly Thr Thr Pro Leu Ala Leu Pro Gly Thr lie 
Thr Cys Thr Met Thr Pro Gly Gly Pro Gin Pro Phe Leu Trp His Ala Arg Leu 

ACA TGT GCA GTA TCA CCC GGG CGG GCC AAC ACC CTT CTC GGT CAC CCG GGC ATT 
549 558 567 576 585 594 

TGT ACA CGT CAT AGT GGG CCC GCC CGG TTG TGG GAA GAG CCA GTG GGC CCG TAA 



Cys Thr Arg His Ser Gly Pro Ala Arg Leu Trp Glu Glu Pro Val Gly Pro *** 
Val His Val lie Val Gly Pro Pro Gly Cys Gly Lys Ser Gin Trp Ala Arg Asn 
Tyr Thr Ser *** Trp Ala Arg Pro Val Val Gly Arg Ala Ser Gly Pro Val lie 

Gin Gin Ala *** Pro Cys Arg Ser Ser Ala *** Tyr Phe Tyr Thr Thr Pro His 
Lys Ser Leu Arg Pro Val Gly Val Pro Leu Arg Thr Ser lie Leu Pro Pro lie 
Lys Ala Ser Gly Leu Ser Val *** Gin Phe Gly Leu Leu Phe Leu His His Ser 



AAA ACG ACT CGG ATC CCT GTG GAT GAC CTT CGG ATC ATC TTT ATT CAC CAC CCT 
603 612 621 630 639 648 

TTT TGC TGA GCC TAG GGA CAC CTA CTG GAA GCC TAG TAG AAA TAA GTG GTG GGA 



Phe Cys *** Ala *** Gly His Leu Leu Glu Ala *** *** Lys *** Val Val Gly 
Phe Ala Glu Pro Arg Asp Thr Tyr Trp Lys Pro Ser Arg Asn Lys Trp Trp Asp 
Leu Leu Ser Leu Gly Thr Pro Thr Gly Ser Leu Val Glu He Ser Gly Gly Met 

He Asp His Leu Leu Leu Gin Gin Lys Pro His Asn Lys His Ser Thr Val Lys 
Ser He Met Ser Phe Phe Asn Asn Asn Gin He He Lys He Ala Pro *** Arg 
Pro Tyr **• Pro Ser Ser Thr Thr Thr Lys Ser Ser Lys *** Pro Gin Asn Gly 



ACC TAT AGT ACC TCT TCT TCA ACA ACA AAA CCT ACT AAA AAT ACC GAC CAA TGG 
657 666 675 684 693 702 

TGG ATA TCA TGG AGA AGA AGT TGT TGT TTT GGA TGA TTT TTA TGG CTG GTT ACC 



Trp He Ser Trp Arg Arg Ser Cys Cys Phe Gly *** Phe Leu Trp Leu Val Thr 
Gly Tyr His Gly Glu Glu Val Val Val Leu Asp Asp Phe Tyr Gly Trp Leu Pro 
Asp He Met Glu Lys Lys Leu Leu Phe Trp Met He Phe Met Ala Gly Tyr Leu 

Pro His Asp Val Ser Val Thr His Gly Thr Asp Met Ser Gin Leu Ser *♦* Leu 
Pro lie He *** Gin Ser Gin Thr Val Pro He Trp Gin Ser Tyr Leu Ser Phe 
Gin Ser Ser Arg Ser Leu Ser His Ser Arg Tyr Gly Asn Val Thr Ser Val Leu 



AAC CCT ACT AGA TGA CTC TGA CAC ACT GGC CAT AGG TAA CTG ACA TCT CTG ATT 
711 720 729 738 747 756 

TTG GGA TGA TCT ACT GAG ACT GTG TGA CCG GTA TCC ATT GAC TGT AGA GAC TAA 



Leu Gly *** Ser Thr Glu Thr Val *** Pro Val Ser He Asp Cys Arg Asp *** 
Trp Asp Asp Leu Leu Arg Leu Cys Asp Arg Tyr Pro Leu Thr Val Glu Thr Lys 
Gly Met He Tyr Asp Cy_s Val Thr Gly He His * + ♦ Leu *** Arg Leu Lys 

Pro Tyr Gin Glu Lys Lys Pro Gly Cys Tyr Lys Ser *** Trp Cys Asp Pro Gly 
Pro Thr Ser Asn Arg Lys Gin Gly Ala Thr Asn Gin Asn Gly Ala He Leu Gly 
Pro Pro Val Thr Gly Lys Lys Ala Arg Leu He Lys He Val Leu Leu *** Ala 



TCC CCC ATG ACA AGG AAA AAA CCG GGC GTC ATA AAA CTA ATG GTC GTT AGT CCG 
765 774 783 792 801 810 

AGG GGG TAC TGT TCC TTT TTT GGC CCG CAG TAT TTT GAT TAC CAG CAA TCA GGC 



Arg Gly Tyr Cys Ser Phe Phe Gly Pro Gin Tyr Phe Asp Tyr Gin Gin Ser Gly 
Gly Gly Thr Val Pro Phe Leu Ala Arg Ser lie Leu He Thr Ser Asn Gin Ala 
Gly Val Leu Phe Leu Phe Trp Pro Ala Val Phe *** Leu Pro Ala He Arg Pro 
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Gly Pro He Thr Ser Arg Leu Gin Gin Gly Leu Gin Leu Leu Glu Arg Asp Ser 
Gly Leu Phe Pro Vol Gly Ser Ser Asp Trp Ser Tyr Phe Ser Glu He Pro 

Gly Trp Ser His Tyr Glu Glu Vol Ala Thr Gly Ala Thr Ser Ala Arg *** Arg 



GGG GGT CCT TAC CAT GAG GAG TTG ACG ACA GGG TCG ACA TCT TCG AGA GAT AGC 
819 828 837 846 855 864 

CCC CCA GGA ATG GTA CTC CTC AAC TGC TGT CCC AGC TGT AGA AGC TCT CTA TCG 



Pro Pro Gly Met Val Leu Leu Asn Cys Cys Pro Ser Cys Arg Ser Ser Leu Ser 
Pro Gin Glu Trp Tyr Ser Ser Thr Ala Val Pro Ala Val Glu Ala Leu Tyr Arg 
Pro Arg Asn Gly Thr Pro Gin Leu Leu Ser Gin Leu **♦ Lys Leu Ser He Gly 

Ser *** *** Lys Ala He Lys Ser Ser dn Gin Leu Val He Trp Pro Pro Val 
Pro Asn Ser Ser Gin Leu Lys Pro Leu Ser Ser Ser Phe Leu Gly Arg Leu Tyr 
Leu He Val Val Lys Cys Asn Gin Phe Val Ala Pro Ser Cys Asp Val Ser Thr 



CTC CTA ATG ATG AAA CGT TAA AAC CTT CTG ACG ACC TCT TGT TAG GTG CCT CCA 
873 882 891 900 909 918 

GAG GAT TAC TAC TTT GCA ATT TTG GAA GAC TGC TGG AGA ACA ATC CAC GGA GGT 



Glu Asp Tyr Tyr Phe Ala He Leu Glu Asp Cys Trp Arg Thr He His Gly Gly 
Arg He Thr Thr Leu Gin Phe Trp Lys Thr Ala Gly Glu Gin Ser Thr Glu Val 
Gly Leu Leu Leu Cys Asn Phe Gly Arg Leu Leu Glu Asn Asn Pro Arg Arg Tyr 

Arg Leu Gly He Gin Leu Leu Pro Gly Val Arg His Gly Lys Gly Met Tyr Phe 
Gly Phe Ala Ser Lys Phe Cys His Val Trp Gly Thr Gly Lys Glu Trp He Phe 
Gly Ser Pro Arg Asn Ser Ala Thr Ser Gly Gly Gin Ala Arg Lys Gly Tyr Leu 



TGG GCT TCC GGC TAA ACT TCG TCA CCT GGG TGG GAC ACG GGA AAA GGG TAT ATT 
927 936 945 954 963 972 

ACC CGA AGG CCG ATT TGA AGC AGT GGA CCC ACC CTG TGC CCT TTT CCC ATA TAA 



Thr Arg Arg Pro He *** Ser Ser Gly Pro Thr Leu Cys Pro Phe Pro He *** 
Pro Glu Gly Arg Phe Glu Ala Val Asp Pro Pro Cys Ala Leu Phe Pro Tyr Lys 
Pro Lys Ala Asp Leu Lys Gin Trp Thr His Pro Val Pro Phe Ser His He Lys 

Leu Asn Ser Leu Arg Lys Gin *** *** Met Thr lie. Thr Lys He Lys He 
Tyr He Val Ser Asp Lys Lys Asn Asp Cys Arg Leu Pro Lys *** Lys **• Glu 
He Phe *** Gin Thr Lys Lys Thr He Val Asp Tyr His Asn Lys Asn Lys Asn 



TTA TTT AAT GAC TCA GAA AAA ACA ATA GTG TAG CAT TAC CAA AAA TAA AAA TAA 
981 990 999 1008 1017 1026 

AAT AAA TTA CTG AGT CTT TTT TGT TAT CAC ATC GTA ATG GTT TTT ATT TTT ATT 



Asn Lys Leu Leu Ser Leu Phe Cys Tyr His He Val Met Val Phe He Phe He 
He Asn Tyr *** Val Phe Phe~Val He Thr Ser ♦** Trp Phe Leu Phe Leu Phe 
*** He Thr Glu Ser Phe Leu Leu Ser His Arg Asn Gly Phe Tyr Phe Tyr Ser 

Lys Ser Pro Arg Glu Pro Tyr He Arg Gin He Thr Cys Leu Tyr Asp Val Lys 
Asn Leu Pro Asp Lys Leu He Phe Glu Arg Phe Gin Val Tyr He Thr Leu Arg 
Met *** Leu Thr Lys *** Ser Leu Asn Glu Ser Asn Tyr Met Phe Leu *** Gly 



GTA AAT CTC CCA GAA AGT CCT ATT TAA GAG ACT TAA CAT GTA TTT ATC AGT TGG 
1035 1044 1053 1062 1071 1080 

CAT TTA GAG GGT CTT TCA GGA TAA ATT CTC TGA ATT GTA CAT AAA TAG TCA ACC 



His Leu Glu Gly Leu Ser Gly *** He Leu *** He Vol His Lys *** Ser Thr 
He *** Arg Val Phe Gin Asp Lys Phe Ser Glu Leu Tyr He Asn Ser Gin Pro 
Phe Arg Gly Ser Phe Arg He Asn Ser Leu Asn Cys Thr *** He Val Asn Leu 

Calmest KE^BIAU 
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Gly Cys Leu Lys Pro Ser His Asn Cys Lys Pro Ala Cys Leu Gly Pro Arg His 
Val Val Tyr Asn Gin Ala Thr Thr Ala Asn Gin Leu Ala Tyr Gly Leu Gly Thr 
*** Trp Met He Lys Pro Gin Pro Gin Met Lys Ser Arg Met Ala Trp Ala Gin 



AAT GGT GTA TTA AAA CCC GAC ACC AAC GTA AAA CCT CGC GTA TCG GGT CCG GAC 
1089 1098 1107 1116 1125 1134 

TTA CCA CAT AAT TTT GGG CTG TGG TTG CAT TTT GGA GCG CAT AGC CCA GGC CTG 



Leu Pro His Asn Phe Gly Leu Trp Leu His Phe Gly Ala His Ser Pro Gly Leu 
Tyr His He He Leu Gly Cys Gly Cys He Leu Glu Arg He Ala Gin Ala Cys 
Thr Thr *** Phe Trp Ala Val Val Ala Phe Trp Ser Ala *** Pro Arg Pro Val 

Ala Arg Cys Gin His Pro Tyr Lys Phe Pro Ala Val Ala Pro Lys Lys *** *** 
His Glu Val Asn Thr His Thr Asn Leu His Leu Trp Leu Gin Asn Arg Lys Asn 
Thr Ser Ser Met Pro Thr Pro lie *** He Ser Gly Cys Ser Thr Glu Lys He 



ACA CGA GCT GTA ACC ACA CCC ATA AAT TTA CCT CGG TGT CGA CCA AAG AAA ATA 
1143 1152 1161 1170 1179 1188 

TGT GCT CGA CAT TGG TGT GGG TAT TTA AAT GGA GCC ACA GCT GGT TTC TTT TAT 



Cys Ala Arg His Trp Cys Gly Tyr Leu Asn Gly Ala Thr Ala Gly Phe Phe Tyr 
Val Leu Asp He Gly Val Gly He *** Met Glu Pro Gin Leu Val Ser Phe He 
Cys Ser Thr Leu Val Trp Val Phe Lys Trp Ser His Ser Trp Phe Leu Leu Leu 

Lys Ala Pro Val Leu *** Asn Asn Pro Arg Ala Arg Thr Gin Pro His Leu Val 
Asn Pro Gin Phe Trp Asp He -Thr Gin Asp Leu Glu Pro Lys Pro Thr Phe Tyr 
He Gin Ser Ser Gly He Leu Gin Lys Thr *** Ser Gin Asn Pro Pro Ser Thr 



ATA AAC CGA CCT TGG TTA GTT AAC AAA CCA GAT CGA GAC CAA ACC CCC ACT TCA 
1197 1206 1215 1224 1233 1242 

TAT TTG GCT GGA ACC AAT CAA TTG TTT GGT CTA GCT CTG GTT TGG GGG TGA AGT 



Tyr Leu Ala Gly Thr Asn Gin Leu Phe Gly Leu Ala Leu Val Trp Gly *** Ser 
He Trp Leu Glu Pro He Asn Cys Leu Val *** Leu Trp Phe Gly Gly Glu Val 
Phe Gly Trp Asn Gin Ser He Val Trp Ser Ser Ser Gly Leu Gly Val Lys- Tyr 

Gin Leu Pro Leu Tyr Leu Ala Ala Lys His His Pro Pro Leu Leu Leu **• Tyr 
Arg Ser His Tyr Thr Phe Pro Gin Arg He Thr His Arg Ser Ser Tyr Asn lie 
Gly Pro Thr Thr Pro Leu Pro Ser Gly *** Pro Thr Ala Pro Pro Thr Thr Leu 

TGG ACC TCA CCA TCC ATT TCC CGA CGG AAT ACC ACA CCG CCC TCC TCA TCA ATT 
1251 1260 1269 1278 1287 1296 

ACC TGG AGT GGT AGG TAA AGG GCT GCC TTA TGG TGT GGC GGG AGG AGT AGT TAA 



Thr Trp Ser Gly Arg *** Arg Ala Ala Leu Trp Cys Gly Gly Arg Ser Ser *** 
Pro Gly Val Val Gly Lys Gl-y Leu Pro Tyr Gly Val Ala Gly Gly Val Val Asn 
Leu Glu Trp *** Val Lys Gly Cys Leu Met Val Trp Arg Glu Glu *** Leu He 

Leu Pro *** Leu Gly Leu Gin His Leu Pro Asn Cys Leu Gin Cys Gly Leu Tyr 
Tyr Pro Asp Tyr Ala Leu Asn Thr Ser Pro Thr Val Phe Asn Ala Asp Leu He 
He Pro Thr Met Pro Trp Thr Pro Pro Pro Pro *** Leu Thr Pro Met Trp Ser 

ATA TCC CCA GTA TCC GGT TCA ACC ACC TCC CCC AAT GTT TCA ACC GTA GGT TCT 
1305 1314 1323 1332 1341 1350 

TAT AGG GGT CAT AGG CCA AGT TGG TGG AGG GGG TTA CAA AGT TGG CAT CCA AGA 



Tyr Arg Gly His Arg Pro Ser Trp Trp Arg* Gly Leu Gin Ser Trp His Pro Arg 
He Gly Val He Gly Gin Val Gly Gly Gly Gly Tyr Lys Val Gly He Gin Asp 
*** Gly Ser *** Ala Lys Leu Val Glu Gly Val Thr Lys Leu Ala Ser Lys He 
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Cys Cys His Vol Trp Cys Arg Lys Ser *** Leu His His Pro Arg Gin Pro Leu 
Val Val Thr Ser Gly Vol Gly Arg Gin Asn Ser Thr He Pro Asp Arg Pro Tyr 
Leu Leu Leu Pro Gly Leu Val Glu Lys He Leu Pro Ser Pro Thr Glu Pro Thr 

ATT GTT GTC ACC TGG GTT GTG GAG AAA CTA ATC TCC ACT ACC CCA GAG ACC CCA 
1359 1368 1377 1386 1395 1404 

TAA CAA CAG TGG ACC CAA CAC CTC TTT GAT TAG AGG TGA TGG GGT CTC TGG GGT 



*** Gin Gin Trp Thr Gin His Leu Phe Asp *** Arg *** Trp Gly Leu Trp Gly 
Asn Asn Ser Gly Pro Asn Thr Ser Leu He Arg Gly Asp Gly Val Ser Gly Val 
Thr Thr Val Asp Pro Thr Pro Leu *** Leu Glu Val Met Gly Ser Leu Gly *** 

He *** He *** Gly Lys *** Tyr Pro Leu He Pro Phe Thr Pro Thr Pro Pro 
Phe Glu Tyr Lys Ala Lys Arg lie AVg Tyr Tyr Gin Phe Pro Leu Pro Leu Pro 
Phe Asn Met Asn Leu Arg Glu Leu Val Thr Thr Asn Ser Leu Tyr Pro Tyr Pro 



TTT TAA GTA TAA ATC GGA AAG ATT ATG CCA TCA TAA CCT TTC CAT CCC CAT CCC 
1413 1422 1431 1440 1449 1458 

AAA ATT CAT ATT TAG CCT TTC TAA TAC GGT AGT ATT GGA AAG GTA GGG GTA GGG 



Lys He His He *** Pro Phe *** Tyr Gly Ser He Gly Lys Val Gly Val Gly 
Lys Phe He Phe Ser Leu Ser Asn Thr Val Val Leu Glu Arg *♦* Gly *** Gly 
Asn Ser Tyr Leu Ala Phe Leu He Arg *** Tyr Trp Lys Gly Arg Gly Arg Gly 

Gin His Arg Arg Leu Pro Pro Pro Val Pro Arg His Gin He Glu Ala Arg *** 
Asn Thr Gly Gly Ser Pro Pro Leu Phe Gin Gly He Asn Phe Arg Leu Glu Asn 
Thr Pro Ala Ala Gin Pro Pro Ser Ser Ser Ala Ser Thr Ser Asp *** Ser Thr 



CCA ACC ACG GCG GAC TCC CCC CCT CCT TGA CCG GCT ACA ACT TAG AGT CGA GCA 
1467 1476 1485 1494 1503 1512 

GGT TGG TGC CGC CTG AGG GGG GGA GGA ACT GGC CGA TGT TGA ATC TCA GCT CGT 



Gly Trp Cys Arg Leu Arg Gly Gly Gly Thr Gly Arg Cys *** He Ser Ala Arg 
Val Gly Ala Ala *♦* Gly Gly Glu Glu Leu Ala Asp Val Glu Ser Gin Leu Val 
Leu Val Pro Pro Glu Gly Gly Arg Asn Trp Pro Met Leu Asn Leu Ser Ser Leu 

Cys Glu Leu He Ala Ala Leu Thr Arg Arg Lys His His Thr Cys He Arg *** 
Val Asn Trp Ser Pro Gin Ser His Gly Gly Arg He Thr Leu Val Phe Glu Arg 
Leu Met Gly Leu His Ser Arg Thr Asp Glu Glu *** Pro Ser Tyr Leu Asn Glu 



ATT GTA AGG TTC TAC CGA CGC TCA CAG GAG GAG AAT ACC ACT CAT GTT TAA GAG 
1521 1530 1539 1548 1557 1566 

TAA CAT TCC AAG ATG GCT GCG AGT GTC CTC CTC TTA TGG TGA GTA CAA ATT CTC 



*** His Ser Lys Met Ala Ala Ser Val Leu Leu Leu Trp *** Val Gin He Leu 
Asn He Pro Arg Trp Leu Arg Val Ser Ser Ser Tyr Gly Glu Tyr Lys Phe Ser 
Thr Phe Gin Asp Gly Cys Glef Cys Pro Pro Leu Met Val Ser Thr Asn Ser Leu 

Phe Pro Pro Phe Gin Leu Tyr Gly Asp Lys Pro Ala Met Gin Leu Pro Lys Gin 
Ser Leu Arg Ser Asn Phe He Gly Thr Lys Arg Arg Trp Arg Tyr Arg Asn Arg 
Leu Phe Ala Pro He Ser Ser Val Arg Arg Glu Ala Gly Asp Thr Val Thr Glu 

ATC TTT CCG CCC TTA ACT TCT ATG GGC AGA AAG CCG CGG TAG ACA TTG CCA AAG 
1575 1584 1593 1602 1611 1620 

TAG AAA GGC GGG AAT TGA AGA TAC CCG TCT TTC GGC GCC ATC TGT AAC GGT TTC 



*** Lys Gly Gly Asn *** Arg Tyr Pro Ser Phe Gly Ala He Cys Asn Gly Phe 
Arg Lys Ala Gly He Glu Asp Thr Arg Leu Ser Ala Pro Ser Val Thr Val Ser 
Glu Arg Arg Glu Leu Lys He Pro Val Phe Arg Arg His Leu *** Arg Phe Leu 
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Leu Arg Pro Thr Gly Phe He Thr Lys Glu Pro Pro His Lys Trp Ser Pro Gin 
Phe Ala Pro His Val Leu Tyr Pro Arg Arg Arg Leu He Asn Gly Leu His Ser 
Ser Pro Pro Thr Tyr Trp He His Asp Glu Gly Ser Ser Thr Glu Leu He Ala 



ACT TCC GCC CCA CAT GGT TTA TAC CAG AAG AGG CCT CCT ACA AAG GTT CTA CCG 
1629 1638 1647 1656 1665 1674 

TGA AGG CGG GGT GTA CCA AAT ATG GTC TTC TCC GGA GGA TGT TTC CAA GAT GGC 



*** Arg Arg Gly Val Pro Asn Met Val Phe Ser Gly Gly Cys Phe Gin Asp Gly 
Glu Gly Gly Val Tyr Gin He Trp Ser Ser Pro Glu Asp Val Ser Lys Met Ala 
Lys Ala Gly Cys Thr Lys Tyr Gly Leu Leu Arg Arg Met Phe Pro Arg Trp Leu 

Pro Pro Pro Asp Thr Lys Gin Pro Leu Ala Glu Lys Ala Val Asp Asp *** Leu 
Arg Pro Arg Thr Arg Arg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Pro Trp Thr Met Arg Tyr 
Ala Pro Ala Pro Gly Asp Glu Ala Thr Val Gly Gly Gin Gly Arg *** Gly He 



ACG CCC CCG CCC AGG CAG AAG ACG CCA TTG CGG AGG AAC CGG TGC AGT AGG ATA 
1683 1692 1701 1710 1719 1728 

TGC GGG GGC GGG TCC GTC TTC TGC GGT AAC GCC TCC TTG GCC ACG TCA TCC TAT 



Cys Gly Gly Gly Ser Val Phe Cys Gly Asn Ala Ser Leu Ala Thr Ser Ser Tyr 
Ala Gly Ala Gly Pro Ser Ser Ala Val Thr Pro Pro Trp Pro Arg His Pro He 
Arg Gly Arg Val Arg Leu Leu Arg *** Arg Leu Leu Gly His Val He Leu *** 

Leu Ser Leu Leu Ala Ser Ser Tyr Tyr 
Phe His Phe Phe His Ala Ala Thr Thr Asn 
Phe Thr Phe Ser Thr Arg Gin Gin Leu He 



TTT TCA CTT TCT TCA CGC GAC GAC ATC ATA A 5' 

1737 1746 1755 

AAA AGT GAA AGA AGT GCG CTG CTG TAG TAT T 3' 



Lys Ser Glu Arg Ser Ala Leu Leu *** Tyr 
Lys Val Lys Glu Val Arg Cys Cys Ser lie 
Lys Lys Lys Cys Ala Ala Val Val 
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RE VEND I CAT I ONS 

1. Sequence nucleotidique de sequence SEQ ID N° 1 du 
genome de circovirus MAP. 

2. Sequence nucleotidique de circovirus MAP, 
caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi : 

a) une sequence nucleotidique de fragment sp6cifique de la 
sequence SEQ ID N° 1 ; 

b) une sequence nuclSot idique homologue a une sequence 
nucleotidique telle que definie en a) ; 

c) une sequence nucleotidique compiementaire de la sequence 
SEQ ID N° 1 ou compiementaire d'une sequence nucleo- 
tidique telle que definie en a) ou b) , et une sequence 
nucleotidique de leur ARN correspondant ; 

d) une sequence nucleotidique capable de s'hybrider dans 
des conditions stringentes avec une sequence telle que 
def inie en a) , b) , ou c) ; 

e) une sequence nucleotidique comprenant la sequence SEQ ID 
N° 1 ou une sequence telle que definie en a) , b) , c) ou 
d) ; et 

f) une sequence nucleotidique modifiee d'une sequence 
nucleotidique telle que def inie en a) , b) , c) , d) ou e) . 

* 

3. sequence nucleotidique selon la revendication 2, 
caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi les sequences 
0RF1 a 0RF3. 

4. Sequence nucleotidique selon la revendication 2, 
caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence nucleo- 
tidique choisie parmi : 

a) une sequence nucleotidique 0RF1, ORF2 ou ORF3 selon la 
revendication 3 ; 

b) une sequence nucleotidique de fragment specif ique d'une 
sequence ORF1, 0RF2 ou 0RF3 selon la revendication 3 ou 
d'une sequence telle que def inie en a) ; 
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c) une sequence nucleotidique homologue comportant au moins 
80 % d'identite avec une sequence nucleotidique 0RF1, 
ORF2 ou ORF3 selon la revendication 3 ou telle que 
definie en a) ou b) ; 

d) une sequence nucleotidique compiementaire ou d- 1 ARN 
correspondant & une sequence 0RF1, ORF2 ou ORF3 selon la 
revendication 3 ou telle que definie en a) , b) ou c) ; 
et 

e) une sequence nucleotidique modifiee d'une sequence ORF1, 
ORF2 ou 0RF3 selon la revendication 3 ou telle que 
d£f inie en a) ( b) , c) , ou d) . 



15 



20 



25 



30 



5. Sequence nucleotidique selon l'une des revendi- 
cations 2 a 4, caracterisee en ce que la sequence 
nucleotidique de fragment specifique comprend une sequence 
nucleotidique choisie parmi les sequences suivantes : 



a) 


5 ' 


TGTGGCGA 3 ' ; 


b) 


5 1 


AGTTTCCT 3 ' ; 


c) 


5 ' 


TCATTTAGAGGGTCTTTCAG 3 


d) 


5 ' 


GTCAACCT 3 ' ; 


e) 


5 ' 


GTGGTTGC 3 ' ; 


f ) 


5 1 


AGCCCAGG 3 ' ; 


g) 


5 ' 


TTGGCTGG 3 ' ; 


h) 


5 ■ 


TCTAGCTCTGGT 3 ' ; 


i) 


5 ' 


ATCTCAGCTCGT 3 ' ; 


j) 


5 1 


TGTCCTCCTCTT 3 1 ; 


k) 


5' 


TCTCTAGA 3 ' ; 


1) 


5 ' 


TGTACCAA 3 ' ; 


m) 


5 ■ 


TCCGTCTT 3 1 ; et leur 



et leur sequence compiementaire . 



6. Polypeptide code par une sequence nucleotidique 
selon l'une des revendications 1 a 5, a 1' exclusion du 
polypeptide de sequence SEQ ID N° 2. 



35 



7. Polypeptide selon la revendication 6, caracterise 
en ce que sa sequence est representee par un fragment 
specifique d'une des six sequences d'acides amines 
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representees a la figure 3. 

8. Polypeptide selon la revendicat ion 7, caractSris6 
en ce qu'il est choisi parmi les sequences SEQ ID N° 3 et 
SEQ ID N° 4 . 

9. Polypeptide caractSrisS en ce qu'il comprend un 
polypeptide choisi parmi : 

a) un polypeptide selon la revendication 8 ou un 
polypeptide de sequence SEQ ID N° 2 ; 

b) un fragment specif ique d'au moins 5 acides amines d'un 
polypeptide selon la revendication 8, ou tel que dSfini 
en a) ; 

V 

c) un polypeptide homologue & un polypeptide selon la 
revendication 8, ou tel que d6fini en a) ou b) ; 

d) un fragment specif ique biologiquement actif d ! un 
polypeptide selon la revendication 8, ou tel que dSfini 
en a) , b) ou c) ; 

e) un polypeptide modifiS d'un polypeptide selon la 
revendication 8, ou tel que dSfini en a), b) , c) ou d) ; 

et en ce que ledit polypeptide ainsi caract£ris6 n'est pas 
le polypeptide de sequence SEQ ID N° 2. 

10. Sequence nucl£otidique codant pour un polypeptide 
selon la revendication 9. 

11. Sequence nucl€otidique utilisable comme amorce ou 
sonde, caract§ris€e en ce que ladite sequence est choisie 
parmi les sequences nucl€otidiques selon l'une des 
revendicat ions 1 a 5, et 10. 

12. Sequence nucl€otidique selon la revendication 11, 
caracterisee en ce que ladite sequence est l'une des 
amorces de couple d' amorces choisie parmi les couples 
suivants : 

a) 5' GTG TGC TCG AC A TTG GTG TG 3 1 , et 
5 1 TGG AAT GTT AAC GAG CTG AG 3' ; 
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b) 


5 • 


GTG 


TGC 


TCG 


ACA 


TTG 


GTG 


TG 


3 ' , 


et 




5' 


CTC 


GCA 


GCC 


ATC 


TTG 


GAA 


TG 


3 ' ; 




c) 


5 ' 


CGC 


GCG 


TAA 


TAC 


GAC 


TCA 


CT 


3' , 


et 




5 ' 


GTG 


TGC 


TCG 


ACA 


TTG 


GTG 


TG 


3 ' 


• 


d) 


5' 


CGC 


GCG 


TAA 


TAC 


GAC 


TCA 


CT 


3' , 


et 




5 ' 


CTC 


GCA 


GCC 


ATC 


TTG 


GAA 


TG 


3 ' . 





13. Sequence nuclSotidique selon 1 1 une des 
revendications 11 et 12, caractfirisSe en ce qu'elle est 

10 marquee par un compost radioactif ou par un compost non 
radioactif . 

14. Sequence nuclfiotidique selon 1 1 une des 
revendications 11 a 13, caract6ris€e en ce quelle est 

15 immobilisSe sur un support, de maniSre covalente ou non 
covalente . 



15. Sequence nuclfiotidique selon l'une des 
revendications 10 a 12, pour la detection et/ou 

20 1 1 amplification de sequences nuclSiques. 

16. Vecteur de clonage, et/ou d 1 expression, 
caracteris£ en ce qu'il contient une sequence nuclSot idique 
selon l'une des revendications 1 a 5, et 10 . 

25 

17. Vecteur caract6ris£ en ce qu'il comprend une 
sequence nuclSotidique selon l'une des revendications 1 a 
5, et 10, et en ce qu'il comprend en outre un gene 
d ' intSret . 

30 

18. Particule ou pseudoparticule virale generSe a 
partir d'un vecteur selon l'une des revendications 16 et 
17. 



35 



19. Cellule hote, caracterisSe en ce qu'elle est 
transformee par un vecteur selon l'une des revendications 
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16 et 17, ou une particule virale selon la revendication 
18 . 

20. Animal, comprenant une cellule transform€e selon 
5 la revendication 19. 

21. ProcSdS de preparation d'un polypeptide, 
caract€ris6 en ce qu'il met en oeuvre un vecteur selon 
l'une des revendications 16 et 17 , une cellule transformSe 

10 par ledit vecteur et/ou un animal comprenant ladite cellule 
transf ormee , 

22. Polypeptide recombinant susceptible d'etre obtenu 
par un proc6d£ selon la revendication 21. 

15 

23. ProcSdS de preparation d'un polypeptide 
synth§tique, caract6ris§ en ce qu'il utilise une sequence 
d'acides amines d'un polypeptide selon l'une des 
revendications 6 al 9 . 

20 

24 . Polypeptide synth6tique obtenu par un proc6d6 
selon la revendication 23. 

25. Polypeptide hybride, caract^rise en ce qu'il 
25 comporte au moins la sequence d'un polypeptide selon l'une 

des revendications 6^9, 22 et 24 et une sequence d'un 
polypeptide susceptible d'induire une rSponse immunitaire 
chez l'homme ou 1 1 animal . 

30 26. Polypeptide hybride selon la revendication 25, 

caract6rise en ce qu'il comporte au moins la sequence d'un 
polypeptide selon l'une des revendications 6 a 9, 22 et 24, 
et une sequence d'un polypeptide susceptible d'induire une 
rSponse humorale et/ou cellulaire chez l'homme ou 1 ' animal . 

35 

27. Sequence nucleotidique codant pour un polypeptide 
hybride selon l'une des revendications 25 et 26. 
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28. Vecteur caract6ris6 en ce qu'il contient une 
sequence nuclSotidique selon la revendication 27. 

5 29. Polypeptide hybride selon l'une des 

revendications 25 et 26, caract6ris6e en ce qu'il s'agit 
d'un polypeptide recombinant obtenu par la mise en oeuvre 
d'un vecteur selon la revendication 28. 

10 30.; Proc6d£ pour la detection et/ou 1 1 identification 

de circovirus MAP dans un Schantillon biologique, 
caractSrisS en ce qu'il comprend les Stapes suivantes : 

a) mise en contact de 1 1 Schantillon biologique avec un 
polypeptide selon l'une des revendications 6 S 9, 22 et 

15 24 ; 

b) mise en Evidence du complexe antigSne- anticorps 
6ventuellement f orm6 . 

31. Kit ou n6cessaire pour la detection et/ou 
20 1 1 identification de circovirus MAP, caractSrisfi en ce qu'il 
comprend les §16ments suivants : 

a) un polypeptide selon l'une des revendications 6 a 9, 22 
et 24 ; 

b) le cas SchSant , les rSactifs pour la constitution du 
2 5 milieu propice a la reaction immunologique ; 

c) les rSactifs permettant la mise en Evidence des 
complexes ant igene -anti corps gventuellement formSs entre 
le ou les polypeptides de l 1 invention et les anticorps ; 

d) le cas 6ch§ant, un Schantillon biologique de reference 
30 (t6moin negatif) depourvu d 1 anticorps reconnus par ledit 

polypeptide ; 

e) le cas ech^ant, un Schantillon biologique de rSfSrence 
(tSmoin posit if) contenant une quantity pr€dStermin§e 
d 1 anticorps reconnus par ledit polypeptide. 



35 



32. Anticorps mono- ou polyclonaux, leurs fragments, 
ou anticorps chimeriques, caracterises en ce qu'ils sont 



/ 



capables de reconnaitre specif iquement un polypeptide selon 
l'une des revendications 6 a 9, 22 et 24, 

33. Anticorps selon la revendicat ion 32, caract6ris§ 
en ce qu'il s'agit d'un anticorps marquS . 

34. ProcSdS pour la detection et/ou 1 ' identification 
de circovirus MAP dans un Schantillon biologique, 
caractSrisS en ce qu'il comprend les Stapes suivantes : 

a) mise en contact de 1 ' Schantillon biologique avec un 
anticorps selon l'une des revendications 32 ou 3 3 ; 

b) mise en Evidence du complexe antigdne-anticorps forme. 

35. Kit ou nScessaire pour la detection et/ou 
1 r identification de circovirus MAP, caractSrise en ce qu'il 
comprend les 61Sments suivants : 

a) un anticorps polyclonal ou monoclonal selon l'une des 
revendications 32 ou 33 ; 

b) le cas SchSant, les rSactifs pour la constitution du 
milieu propice k la reaction immunologique ; 

c) les reactifs permettant la -mise en Evidence des 
' complexes antigSne-anticorps produits par la reaction 

immunologique . 

■ 

36. ProcSde de detection et/ou d 1 identification de 
circovirus MAP dans un Schantillon biologique, caractSrise 
en ce qu'il met en oeuvre une sequence nuclSotidique selon 
l'une des revendications 11 & 15. 

37. ProcSdS selon la revendicat ion . 36 , caractSrise en 
ce qu'il comporte les Stapes suivantes : 

a) le cas echSant, isolement de l'ADN a partir de 
1 ' echantillon biologique a analyser ; 

b) amplification specif ique de l'ADN de circovirus MAP a 
1 ' aide d' au moins une amorce selon 1 ' une des 
revendications 11 a 15 ; 

c) mise en evidence des produits d' amplification . 
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38. Proc€d6 selon la revendication 36, caract6ris6 en 
ce qu'il comprend les Stapes suivantes : 

a) mise en contact d'une sonde nucl€otidique selon 1'une 
des revendications 11 a 15 avec un 6chantillon 
5 biologique, l'ADN contenu dans 1 1 Schantillon biologique 

ayant, le cas 6ch6ant, pr6alablement 6t6 rendu 
accessible S 1 1 hybridation, dans des conditions 
permettant 1 ' hybridation de la sonde 3 l'ADN de 
1 1 fichantillon ; 

10 b) mise en Evidence de 1 ' hybride Sventuellement forme entre 

la sonde nuclfiotidique et l'ADN de 1 1 fichantillon 
biologique. 

39. Proc6d€ selon la revendication 36, caracterise en 
15 ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) mise en contact d'une sonde nucl§otidique immobilisSe 
sur un support selon la revendication 14, avec un 
6chantillon biologique, l'ADN de 1 1 fichantillon, ayant, 
le cas SchSant, 6t6 pr^alablement rendu accessible a 

20 1 ' hybridation, dans des conditions permettant 

1 'hybridation de la sonde a l'ADN de 1 1 Schantillon ; 

b) mise en contact de 1 ' hybride form€ entre la sonde 
nuclSotidique immobilisSe sur un support et l'ADN 
contenu dans 1 ' 6chantillon biologique, le cas 6cheant 

25 apres elimination de l'ADN de 1 ' Schantillon biologique 

n' ayant pas hybride avec la sonde, avec une sonde 
nuclSotidique marquSe selon la revendication 13 ; 

c) mise en Evidence du nouvel hybride forme & 1 1 §tape b) . 

30 40. Proc€d§ selon la revendication 39, caracterise en 

ce que, prSalablement a I'Stape a), l'ADN de 1 1 Schantillon 
biologique, est amplifiS a 1 ' aide d'au moins une amorce 
selon l'une des revendications 11 a 15. 
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41. Kit ou necessaire pour la detection et/ou 
1 1 identification de circovirus MAP associS, caracterise en 
ce qu'il comprend les elements suivants : 
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a) une sonde nucl^otidique selon l'une des revendications 
11 a 15 ; 

b) le cas 6ch6ant, les r^actifs n6cessaires S la mise en 
oeuvre d'une reaction d 1 hybridation ; 

c) le cas 6ch6ant, au moins une amorce selon l'une des 
revendications 11 cl 15, ainsi que les rSactifs 
nlcessaires £ une reaction d ' amplification de 1'ADN. 

42. Kit ou nScessaire pour la detection et/ou 
1 1 identification de circovirus MAP, caract€risS en ce qu'il 
comprend les £16ments suivants : 

a) une sonde nuclSotidique, dite sonde de capture, selon la 
revendication 14 ; 

b) une sonde oligonuclSotidique, dite sonde de revelation, 
selon la revendication 13 ; 

c) le cas, 6ch£ant, au moins une amorce selon l'une des 
revendications 11 a 15, ainsi que les r6actifs 
nScessaires £ une reaction d 1 amplification de l'ADN. 

43. Kit ou n€cessaire pour la detection et/ou 
1 ' identification de circovirus MAP, caract§rise en ce qu'il 
comprend les €16ments suivants : 

a) au moins une amorce selon l'une des revendications 11 a 
15 ; 

b) le cas 6ch€ant, les r^actifs n6cessaires pour effectuer 
une reaction d' amplification d'ADN ; 

c) le cas ech§ant, un composant permettant de verifier la 
sequence du fragment amplifi§, plus particulidrement une 
sonde oligonucl6otidique selon l'une des revendications 
11 & 15. 

44. Proc§d§ ou kit ou nScessaire selon l'une des 
revendications 30 a 43, pour le diagnostic d'une infection 
par le circovirus MAP . 

45. Utilisation d'une sequence nucl6otidique selon 
l'une des revendications 1 S 5, et 10, d'un polypeptide 
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selon l'une des revendications 6 a 9, 22 et 24, d'un 
anticorps selon l'une des revendications 32 et 33, d'une 
cellule selon la revendication 19, et/ou d'un animal 
transform^ selon la revendication 20, pour la selection de 
composes organiques ou inorganiques capables de moduler, 
d'induire ou d'inhiber 1' expression de g£nes, et/ou de 
modifier la replication cellulaire du circovirus MAP ou 
capable d'induire ou d'inhiber chez le pore les pathologies 
li§es & une infection par le circovirus MAP. 



46. MSthode de selection de compost capable de se 
lier a un polypeptide selon l'une des revendications 6 a 9, 
22 et 24, capable de se lier a une sequence nucleotidique 
selon l'une des revendications 1 a 5, et 10, ou capable de 

15 reconnaitre un anticorps selon la revendication 32, et/ou 
capable de moduler, d'induire ou d'inhiber 1' expression de 
genes, et/ou de modifier la replication cellulaire du 
circovirus MAP, ou capable d'induire ou d'inhiber chez le 
pore les pathologies li6es a une infection par le 

20 circovirus MAP, caract6ris6e en ce qu'elle comprend les 
Stapes suivantes : 

a) mise en contact dudit compose avec ledit polypeptide, 
ladite sequence nucleotidique, avec une cellule 
transform£e selon la revendication 19, et/ou 

2 5 administration dudit compose a un animal transform^ 

selon la revendication 20 ; 

b) determination de l'activite dudit compose. 

47. Compose susceptible d'etre seiectionne par une 
30 methode selon la revendication 46. 



j 



48. Composition pharmaceutique comprenant un compose 
choisi parmi les composes suivants : 

a) une sequence nucleotidique selon l'une des 
3 5 revendications 1 a 5, et 10 ; 

b) un polypeptide selon l'une des revendications 6 a 9, 22, 
24 a 26, et 29 ; 
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c) un vecteur ou une particule virale selon 1 ' une des 
revendications 16 a 18, et 28, ou une cellule selon la 
revendicat ion 19 ; 

d) un anticorps selon la revendicat ion 32 ; et 

e) un compost selon la revendication 47. 

49. Composition selon la revendication 48, 
£ventuellement en association avec un v6hicule 
pharmaceutiquement acceptable . 

50. Composition pharmaceutique selon l'une des 
revendications 48 et 49 pour la prevention ou le traitement 
d'une infection par le circovirus MAP. 

51. Composition vaccinale, caract€ris6e en ce qu'elle 
comprend un ou plusieurs polypeptides selon l'une des 
revendications 6 a 9, 22 et 24 et/ou un ou plusieurs 
polypeptides hybrides selon l'une des revendications 25, 26 
et 29. 

52. Utilisation d'une cellule selon la revendication 
19, pour la preparation d'une composition vaccinale. 

53. Composition vaccinale, caract6ris£e en ce qu'elle 
contient une sequence nucl£otidique selon l'une des 
revendications 1 a 5, 10 et 27, un vecteur selon l'une des 
revendications 16, 17 et 28, et/ou une cellule selon la 
revendication 19. 

54. Composition vaccinale selon l'une des 
revendications 51 et 53, pour la prevention ou le 
traitement d'une infection par le circovirus MAP. 

55. Composition vaccinale selon l'une des 
revendications 51, 53 et 54, en association avec un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable et, le cas echeant, 
un ou plusieurs adjuvants de 1 ' immunity appropries. 
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56. Vecteur selon la revendication 17, particule 
virale selon la revendication 18, ou cellule selon la 
revendication 19, pour le traitement et/ou la prevention 
d'une maladie par thfirapie g^nique. 

57. Composition pharmaceutique comprenant & titre 
d 1 agent thSrapeutique ou prophylactique, un vecteur selon 
la revendication 17, une particule virale selon la 
revendication 18 ou une cellule selon la revendication 19. 
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